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CAPÍTULO  2:  Caracterización  de  los  elementos 
implicados  en  el  inicio  y promoción de  la  síntesis del 















         2.2.2.  Determinación  de  la  secuencia  mínima 
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CAPÍTULO  3:  Identificación  y  caracterización  de  la 
















 3.2.3.  Estudio  de  la  interferencia  de  la  señal  de 
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             1.2.1.1. Obtención de  células de  la  cepa DH5α 




















 2.2.1.  Introducción  de  codones  de  parada  en  las 
proteínas de movimiento y cápsida de CLBV. 
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expresión  o  silenciamiento  de  genes,  basado  en  el  virus  del 
manchado foliar de los cítricos (Citrus leaf blotch virus, CLBV), que se 
pueda  utilizar  como  una  herramienta  genética  para:  1)  evaluar  de 
forma rápida la función de genes de cítricos u otros organismos que 
pudieran  ser  útiles  para  la mejora  genética  del  cultivo  y  2)  para 






de un clon  infeccioso del aislado T36 del virus de  la  tristeza de  los 
cítricos (Citrus Tristeza virus, CTV) y de su inoculación en plantas de 
cítricos. El único sistema que permitió la infección con este clon fue la 
inoculación  de  transcritos  de  RNA  del  genoma  del  virus  en 
protoplastos de Nicotiana benthamiana, seguido de una amplificación 
de los viriones generados en ellos mediante sucesivos pases a nuevos 
protoplastos  y  la  inoculación mecánica  de  los mismos  en  cítricos. 
Para  reproducir  el  sistema  genético  desarrollado  con  CTV,  se 
construyó  un  clon  infeccioso  de  cDNA  del  genoma  completo  de 
CLBV bajo  el promotor T7 del  fago  lambda y  se pusieron  a punto 
protocolos para el aislamiento de protoplastos de N. benthamiana, N. 
occidentalis  y  cidro Etrog. CLBV  replicó  en protoplastos de  las  tres 
especies  transfectados  con  viriones purificados,  aunque  el nivel de 
replicación  fue muy bajo y  sólo  se detectó a partir de 4‐5 días post 
inoculación (dpi), que es el tiempo máximo de supervivencia de  los 
protoplastos  en  nuestras  condiciones  de  trabajo.  La multiplicación 
del  virus  en  protoplastos  inoculados  con  transcritos  de  CLBV  fue 
menor, detectándose  sólo  en  algunos  experimentos de  transfección 
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de  protoplastos  de  N.  benthamiana.  Finalmente,  la  inoculación 




en  un  vector  viral  eficiente,  era  necesario  conocer  la  estrategia  de 
expresión del genoma viral y caracterizar  las secuencias  implicadas 
en  el  reconocimiento  y  promoción  de  la  síntesis  de  los  RNAs 
subgenómicos  (sgRNAs)  para  poder  duplicar  un  promotor  y 
expresar genes o  fragmentos de genes mediante  la  formación de un 
nuevo  sgRNA. Los  estudios para  caracterizar  in vivo  las  secuencias 
implicadas  en  la promoción de  los  sgRNAs de virus de plantas  se 
realizaron  mediante  la  inoculación  de  transcritos  del  virus  en 
protoplastos. Sin embargo,  como el nivel de acumulación de CLBV 
en  protoplastos  inoculados  con  transcritos  era muy  bajo  resultaba 
imposible utilizar este sistema genético. En el laboratorio se disponía 
de  un  clon  infeccioso  del  genoma  completo  de  CLBV  bajo  el 
promotor  35S  de  CaMV  (IC‐CLBV).  Con  este  clon  hemos 
desarrollado un  sistema  genético para  caracterizar  el promotor del 
sgRNA de  la  cápsida de CLBV  (CP‐sgRNA)  in  vivo,  introduciendo 
directamente  el  cDNA  en  las  células mediante  agroinfiltración  de 
hojas de N. benthamiana. Para mapear el promotor del CP‐sgRNA de 
CLBV  se  construyeron  varios mutantes  a  partir  del  clon  IC‐CLBV 
mediante  supresión  de  nucleótidos  y  mutagénesis  dirigida.  Los 
resultados obtenidos indican que la posible secuencia promotora del 
CP‐sgRNA  está  comprendida  entre  los  nucleótidos  ‐67  y  +50  con 
respecto al  inicio de  transcripción, por  lo  tanto  sería  suficiente una 
región  nucleotídica  igual  o  inferior  a  117  nt  para  controlar  la 
producción  del  CP‐sgRNA.  Sorprendentemente,  la  supresión  de 
segmentos de tamaño creciente entre el inicio de traducción del gen 
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En  la  secuencia  de  CLBV,  el  hexanucleótido  GAAAAG  está 
presente  en  el  extremo  5´  del  gRNA  y  de  los  dos  sgRNAs  3´ 
coterminales del virus. En este  trabajo  se estudió  la  importancia de 
esta  secuencia  en  la  síntesis del CP‐sgRNA. Para  ello  se  realizaron 
sustituciones  y  supresión  de  los  distintos  nucleótidos  que  la 
componen  mediante  mutagénesis  dirigida.  Las  mutaciones  del 
primer y segundo nucleótidos indujeron una disminución drástica en 
la  acumulación  del  CP‐sgRNA,  sugiriendo  que  juegan  un  papel 
importante  en  el  reconocimiento  por  parte  de  la  RNA  polimerasa 
dependiente de RNA (RdRp) de CLBV para la transcripción del CP‐
sgRNA. Por otra parte, la supresión de una A en el hexanucleótido o 




plantas  activado  durante  la  infección  viral,  que  está  basado  en  el 
silenciamiento  génico  postranscripcional, muchos  virus  de  plantas 




con  la  maquinaria  de  silenciamiento  de  la  planta,  impidiendo  el 
silenciamiento  del  gen  a  estudiar.  El  estudio  de  los  supresores  de 
silenciamiento  de  CLBV  mostró  que  únicamente  la  proteína  de 
movimiento  del  virus  fue  capaz  de  suprimir  el  PTGS  (Post‐
transcriptional  gene  silencing)  a  nivel  intracelular,  pero  no  célula  a 
célula  ni  a  larga distancia. Esta proteína mostró una  capacidad de 
supresión  débil  en  comparación  con  otras  proteínas  de  actividad 
supresora  conocida.  La  proteína  supresora  del  silenciamiento  de 
CLBV  actúa  interfiriendo  con  la  maquinaria  del  silenciamiento 














that  could be useful  for  the genetic  improvement of  citrus  species, 
and  2)  obtaining  resistant  or  tolerant  plants  against  citrus  specific 
pathogens or diseases.   
To  develop  a  viral  vector  based  on  CLBV  genome  it  was 
necessary  to have  an  infectious  cDNA  clone  of  the  virus,  and  also 
efficient  methods  for  inoculating  CLBV  in  citrus  plants.  At  the 
beginning of  this work  the only  system available  for  citrus was  an 
infectious clone from the Citrus tristeza virus (CTV). The only system 
allowing  infectivity  of  this  clone was  inoculation  of  viral  genomic 
RNA  transcripts  in  Nicotiana  benthamiana  protoplasts,  followed  by 
amplification of the virions generated by successive serial passaging 
to new protoplasts and  then mechanical virion  inoculation  to citrus 
plants.  To  reproduce  the  genetic  system  developed  for  CTV,  we 
generated a cDNA infectious clone of the complete genome of CLBV 
under  the  T7  promoter  of  phage  lambda,  and  we  developed 
protocols for protoplast isolation from N. benthamiana, N. occidentalis 
and  citron.  CLBV  replicated  in  protoplasts  of  these  three  species 
when  transfected with purified virions,  albeit  replication  level was 
low and CLBV could only be detected after 4‐5 days post inoculation 
(dpi),  which  is  the  maximum  time  of  protoplast  survival  in  our 
experimental  conditions.  Viral  multiplication  in  protoplasts 
inoculated with CLBV RNA  transcripts was  lower,  and  viral RNA 
could  be  detected  only  in  a  few  transfections  of  N.  benthamiana 





Before  converting  the  CLBV  infectious  clone  into  an  efficient 
viral  vector,  it  was  necessary  a  better  understanding  of  the 
expression  strategy  of  the  viral  genome  and  characterizing  the 
sequences  involved  in  promotion  of  subgenomic  RNA  (sgRNA) 
synthesis,  to  duplicate  its  promoter  and  express  foreign  genes  or 
gene  fragments  by  formation  of  a  new  sgRNA.  In  vivo 
characterization of  the  sequences  involved  in  sgRNA promotion of 
plant  viruses  has  been  done  by  inoculating  protoplasts with  viral 
RNA  transcripts.  However,  because  CLBV  accumulation  level  in 
protoplasts inoculated with viral transcripts was too low we couldn’t 
use  this genetic system. Availability of an  infectious cDNA clone of 





sgRNA promoter we generated  several mutants  from  the  IC‐CLBV 
clone  by  nucleotide  deletion  and  site‐directed  mutagenesis.  Our 
results  show  that  the  CP‐sgRNA  promoter  is  located  between 
nucleotides  ‐67 and +50  from  the  transcription start site, and  thus a 
177 nucleotide segment or  less would be enough  to control  the CP‐
sgRNA  synthesis.  Surprisingly,  deletion  of  increasing  fragments 
between the translation start site of the CP gene and the transcription 
start  site  of  the  CP‐sgRNA  induced  higher  sgRNA  accumulation, 




virus.  To  assess  the  importance  of  this  hexanucleotide  in  the  CP‐
sgRNA  synthesis  we  generated  mutants  at  different  positions  by 
deletion  and  site‐directed  mutagenesis.  Mutation  of  the  first  and 




recognition  by  the  CLBV  RNA  polymerase  (RdRp)  for  CP‐sgRNA 
transcription.  On  the  other  hand,  elimination  of  an  A  from  the 
hexanucleotide  or  mutations  of  G  (+6)  did  not  affect  CP‐sgRNA 
accumulation, suggesting that these nucleotides are not essential for 
RdRp recognition.   
Finally,  to  counteract  plant  defense  mechanism  based  on 
posttranscriptional  gene  silencing,  many  viruses  express  proteins 
that  inhibit  this  silencing  at  different  levels.  Viruses  with  strong 
silencing suppressors can be used as expression vectors but are not 
adequate  as  silencing  inducing  vectors  (VIGS)  because  the 
suppressor  might  interfere  with  the  plant  silencing  machinery 
(PTGS),  thus  impairing silencing of  the gene of  interest. Analysis of 
the  silencing  suppressor  proteins  of  CLBV  showed  that  only  its 
movement protein was able  to suppress  intracellular PTGS, but not 
cell  to  cell‐ or  long distance  silencing. This protein  showed a weak 
suppressor  activity when  compared  to  other well  known  silencing 
suppressor  proteins.  CLBV  silencing  suppressor  protein  acts 














útils  per  a  la millora  genètica  del  cultiu  i  2)  obtindre  plantes 
resistents o tolerants a patògens i plagues de cítrics. 
        Per  al  desenvolupament  d’un  vector  viral  a  partir  del 
genoma de CLBV era necessari disposar dʹun clon infecciós del 
virus i de mètodes eficients per la seua inoculació  en plantes de 
cítrics.  A  lʹinici  dʹaquest  treball  només  es  disposava 
dʹinformació sobre  l’obtenció dʹun clon  infecciós de  lʹaïllat T36 
del virus de la tristesa dels cítrics (CTV) i de la seua inoculació 
en plantes de cítrics. Lʹúnic sistema que va permetre la infecció 
amb aquest  clon va  ser  la  inoculació de  transcrits del genoma 
del  virus  en  protoplasts  de  N.  benthamiana,  seguit  dʹuna 
amplificació dels virions generats en ells per mitjà de successius 
passes  a  nous  protoplasts  i  la  seua  inoculació  mecànica  en 
cítrics. Per reproduir el sistema genètic desenvolupat amb CTV, 
es va construir un clon infecciós de cDNA del genoma complet 






màxim  de  supervivència  dels  protoplasts  en  les  nostres 
condicions de  treball. La multiplicació del virus en protoplasts 
inoculats  amb  transcrits  de  CLBV  va  ser menor,  detectant‐se 
només  en  alguna  de  les  transfeccions  de  protoplasts  de  N. 
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benthamiana.  Finalment,  la  inoculació  mecànica  directa  de 
plantes  de  cítrics  o  de  N.  benthamiana  i  N.  occidentalis  amb 
transcrits del virus va ser infructuosa, encara que aquestos eren 
capaços dʹinfectar protoplasts.  
        Abans  de  modificar  el  clon  infecciós  de  CLBV  per  a 
convertir‐ho en un vector viral eficient, era necessari conéixer  
lʹestratègia  dʹexpressió  del  genoma  viral  i  caracteritzar  les 
seqüències  implicades  en  el  reconeixement  i    la  síntesi  dels 
RNAs  subgenòmics  (sgRNAs)  per  tal  de    poder  duplicar  el 
promotor  i expressar gens o  fragments de gens per mitjà de  la 
formació  dʹun  nou  sgRNA.  La  majoria  dels  estudis  per  a 
caracteritzar  in vivo  les seqüències  implicades en  la síntesi dels 
sgRNAs  de  virus  de  plantes    han      utilitzat  la  inoculació  de 
transcrits del virus en protoplasts. En el nostre cas, com que el 
nivell  dʹacumulació  de  CLBV  en  protoplastos  inoculats  amb 
transcrits  era  molt  baix  resultava  impossible  utilitzar  aquest 
sistema genètic. En el laboratori es disposava dʹun clon infecciós 
del genoma  complet de CLBV  sota el promotor 35S de CaMV 
(IC‐CLBV).  Amb  aquest  clon  hem  desenvolupat  un  sistema 
genètic per a caracteritzar el promotor del sgRNA de la càpsida 
de CLBV  (CP‐sgRNA) in vivo,  introduint directament el cDNA 
en  les  cèl∙lules  per mitjà  dʹagroinfiltració  de  les  fulles  de  N. 
benthamiana.  Per  al mapatge el  CP‐sgRNA  de  CLBV  es  van 
construir diversos mutants a partir del clon IC‐CLBV per mitjà 
de  supressió de nucleòtids  i mutagènesi dirigida. Els  resultats 
obtinguts indiquen que la possible seqüència promotora del CP‐
sgRNA està  compresa entre els nucleòtids  ‐67  i +50  respecte a 
lʹinici  de  transcripció,  per  tant  seria  suficient  una  regió 
nucleotídica igual o inferior a 117 nt per a controlar la producció 
del CP‐sgRNA.  Sorprenentment,  la  supressió  de  segments  de 
grandària  creixent entre  lʹinici de  traducció del gen de  la CP  i 
lʹinici  de  transcripció  del  CP‐sgRNA  va  induir  major 
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acumulació  del  dit  sgRNA,  suggerint  que  aquesta  seqüència 
podria modular la transcripció del CP‐sgRNA.  
        En  la  seqüència de CLBV,  lʹhexanucleòtid GAAAAG  està 
present  en  lʹextrem  5´  del  gRNA  i  en  els  dos  sgRNAs  3´ 
coterminals  del  virus.  En  aquest  treball  es  va  estudiar  la 
importància d’  aquesta  seqüència  en  la  síntesi del CP‐sgRNA. 
Per a això es van realitzar mutacions  i supressió dels diferents 
nucleòtids que  la componen per mitjà de mutagènesi dirigida. 
Les  mutacions  del  primer  i  segon  nucleòtid  van  induir  una 
disminució dràstica de  lʹacumulació del CP‐sgRNA,  suggerint 










que  codifiquen  supressors molt  potents  es  poden  usar  com  a 
vectors dʹexpressió però no  són adequats per  al  seu ús  com a 
vectors  de  silenciament  (VIGS)  ja  que  el  supressor  podria 
interferir  amb  la  maquinària  de  silenciament  de  la  planta 
(PTGS),  impedint  el  silenciament  del  gen  a  estudiar.  Lʹestudi 
dels  supressors  de  silenciament  de  CLBV  va  mostrar  que 
únicament  la  proteïna  de  moviment  del  virus  era  capaç  de 
suprimir  el  PTGS  a  nivell  intracel∙lular,  però  no  cèl∙lula  a 
cèl∙lula ni a  llarga distància. Aquesta proteïna va mostrar una 
capacitat de supressió dèbil en comparació amb altres proteïnes 
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INTRODUCCIÓN 
1.  Origen e importancia económica. 
El  término  cítricos  engloba  al  conjunto  de  especies  e  híbridos 
pertenecientes  a  los géneros Citrus, Poncirus  y Fortunella, que  están 
incluidos  en  la  subfamilia  Aurantioidea  de  la  familia  Rutaceae.  Los 
cítricos  son  originarios  del  sudeste  asiático  y  su  cultivo 
probablemente  se  inició  en  China.  Actualmente  el  cultivo  de  los 
cítricos  se  extiende por  la mayor parte de  las  regiones  tropicales y 
subtropicales del mundo comprendidas entre los paralelos 40º N y S. 
En España, se cultivan principalmente en las zonas costeras del Este 
y  del  Sur  de  la  península,  localizándose  sobre  todo  en  lugares 
próximos al litoral y en los valles de los ríos. 
Las  especies  cítricas  cultivadas  se  pueden  englobar  en  cuatro 
grandes  grupos:  las  naranjas,  que  incluyen  naranjas  dulces  (Citrus 
sinensis  (L.) Osb.) y amargas  (C.  aurantium L.);  las mandarinas, que 
incluyen  satsumas  (C.  unshiu  (Mak.)  Marc.)  y  clementinas  (C. 
clementina Hort. ex Tan.); los limones (C. limon (L.) Burm. F.) y limas 
(C. aurantifolia (Christm.) Swing.); y los pomelos (C. paradisi Macf.). 
Los  cítricos  constituyen el  cultivo  frutal de mayor  importancia 
económica en el mundo, con una superficie cultivada superior a  los 
7,6  millones  de  hectáreas  y  una  producción  en  torno  a  los  115 
millones  de  toneladas  (FAO,  2007).  España,  con  una  superficie 
dedicada  a  este  cultivo  cercana  a  las  300.000 Ha y una producción 
anual que supera los 5 millones de toneladas, ocupa el quinto puesto 
en  cuanto  a  producción  total  entre  los  países  productores  a  nivel 
mundial, por detrás de Brasil, Estados Unidos, China y México.  
España es el primer país productor de fruta fresca. Actualmente, 
más  del  50%  de  la  producción  se  dedica  a  la  exportación,  lo  que 
convierte a  los cítricos en una de  las principales  fuentes de entrada 
de divisas. Al valor directo de  la producción hay que  añadir  el de 
una  fuerte  actividad  económica  secundaria  dependiente  de  este 
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cultivo en forma de empresas de viveros, fertilizantes, confección de 




Debido  a  lo  anteriormente  expuesto  es de vital  importancia  el 
mantenimiento de  la producción y  competitividad de  este  sector  y 








madre,  por  ello  en  muchos  casos  no  hay  desarrollo  del  embrión 
sexual.  
Por  otra  parte,  muchos  genotipos  de  interés  presentan 
esterilidad  parcial  o  total  del  polen  y/o  de  los  óvulos,  además  de 
autoincompatibilidad  y  de  incompatibilidad  entre  ellos,  lo  que 
complica su utilización como parentales. 
Además,  los  cítricos  presentan  largos  periodos  juveniles.  En 
zonas subtropicales necesitan hasta 8 años para empezar a florecer y 
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Debido  a  estos  problemas,  la  realización  de  programas  de 
mejora clásica similares a los existentes en otras especies, obligaría a 
evaluar  durante muchos  años  una  gran  cantidad  de  hectáreas  de 
árboles  individuales  lo que  es  irrealizable  en  la práctica. Esta  es  la 
causa de que los patrones y variedades comerciales de cítricos que se 
han obtenido mediante programas de mejora sean muy escasos en el 
mundo,  limitándose  a  alguna  variedad  de  mandarino  y  algún 
portainjerto.  La  práctica  totalidad  de  las  variedades  cultivadas 
proceden de la selección de mutaciones espontáneas que se producen 
en los cítricos con relativa frecuencia. 
Todas  estas  dificultades,  unidas  a  la  falta  de  marcadores 
moleculares  apropiados,  complican  la  mejora  de  los  cítricos  por 
métodos  clásicos. Una  forma de acelerar  la mejora de  cítricos  es  la 
aproximación genómica,  cuyo objetivo es  la  identificación de genes 
responsables de caracteres de interés agronómico. Con este objetivo, 
en un proyecto conjunto IVIA, Universidad Politécnica de Valencia y 
CSIC,  dentro  de  la Acción  Estratégica  de Genómica  y  Proteómica 




no  publicados).  La  secuenciación  de  los  clones  obtenidos  en  estas 
genotecas  ha  generado  una  colección  de  230.000  ESTs  (Expressed 
Sequence Tags). La posible  función de algunos ESTs  se ha  inferido 
por homología con genes de otros organismos, pero más del 50% de 
ellos no presentan homología  con otros genes  conocidos. Con estas 
colecciones de ESTs  se ha  elaborado una micromatriz que  contiene 
21081  unigenes  (Martinez‐Godoy  et  al.,  2008)  y  que  está  siendo 
utilizada por distintos grupos de investigación para definir patrones 
de  expresión génica  en distintos  tejidos,  estadios del desarrollo del 
fruto (floración, fructificación, maduración) (Cercós et al., 2006; Alós 
et al., 2008) como respuesta a diversos tratamientos de estrés abiótico 
(salinidad,  sequía,  deficiencia  en  hierro,  etc.)  (Agustí  et  al.,  2008; 
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Huerta et al., 2008) o biótico (virus, hongos, etc.) (Gandía et al., 2007) 
y para distinguir variedades (Ancillo et al., 2007). 
La  disponibilidad  de  secuencias  y  de  perfiles  de  expresión 
génica permite  la  identificación de genes candidatos a participar en 
un determinado proceso biológico, pero no aporta información sobre 
su  función  ni  identifica  cuáles  son  los  genes  responsables  de  un 
determinado  proceso. Una  estrategia  utilizada  en  los  últimos  años 
para determinar la función de genes es la genética reversa utilizando 
el  silenciamiento  génico  postranscripcional  inducido  por  virus 









Las primeras  evidencias de  la  existencia de un mecanismo de 
silenciamiento génico mediado por RNA se obtuvieron en la década 
de  los  90  al  estudiar  la  sobreexpresión  del  gen  que  codifica  la 
chalcona  sintetasa  en  plantas  de  petunia.  Dos  grupos  de 
investigación independientes comprobaron que la sobreexpresión de 
este  gen  en  petunias  transgénicas  provocaba  en  sus  pétalos  una 
disminución de la pigmentación debido a una inesperada reducción 
en  los  niveles  de  expresión  del  correspondiente  RNA  mensajero 
(mRNA) (Napoli et al., 1990; Van der Krol et al., 1990).  Más adelante 
este mecanismo se identificó en otros organismos eucariotas, (Fire et 
al.,  1998; Kennerdell  y Carthew,  1998;  Zamore  et  al.,  2005)  lo  que 
permitió su caracterización.  
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El silenciamiento génico es un mecanismo presente en los cuatro 
reinos eucariotas (protozoos, hongos, plantas y animales) a excepción 
de  la  levadura  Saccharomyces  cerevisiae  (Baulcombe,  2004).  Las 
moléculas  efectoras  del  silenciamiento  génico  son  pequeñas 
moléculas de RNA (sRNAs) de 21 a 30 nt. Hay tres tipos de sRNAs 
bien  caracterizados que  son  los miRNAs  (microRNAs),  los  siRNAs 
(small  interfering  RNAs)  y  los  piRNAs  (piwiRNAs)  aunque  estos 
últimos sólo están presentes en animales. Se diferencian entre sí por 
su  mecanismo  de  biogénesis  ya  que  cada  clase  de  sRNAs  tiene 





del  desarrollo  y  proliferación  (Carthew,  2006;  Zhang  et  al.,  2006;  
Chapman y Carrington, 2007; Jones‐Rhoades et al., 2006; Wang y Li, 
2007), ii) defensa frente a virus, transposones y transgenes (Voinnet, 
2005a;  Li  y  Ding,  2006;  Valli  et  al.,  2009),  y  iii)  regulación  de  la 
estabilidad del genoma  (Baulcombe,  2004; Lippman y Martienssen, 
2004;  Wassengger,  2005;  Vaucheret,  2006;  Rodríguez‐Campos  y 
Azorín,  2007).  El  silenciamiento  puede  ocurrir  tanto  en  el  núcleo 
como  en  el  citoplasma de  las  células  (Matzke  y Birchler,  2005). La 
relevancia  de  cada  una  de  las  funciones  del  silenciamiento  génico 
mediado por RNA es variable entre los distintos organismos ya que, 
mientras  la  regulación  de  la  expresión  génica  y  el  control  de 
elementos  transponibles  pueden  funcionar  en  multitud  de 




El  silenciamiento  génico mediado  por RNA  se  desencadena  a 
partir de RNAs bicatenarios  (dsRNAs) o monocatenarios  (ssRNAs) 
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muy estructurados que pueden originarse a partir de la transcripción 
en el núcleo, durante  las  infecciones virales o por  la acción de RNA 
polimerasas dependientes de RNA  (RNA‐dependent RNA polymerase, 
RDR)  que  lo  sintetizan  a  partir  de  ssRNA.  Estos  RNAs  son 
reconocidos por  enzimas  tipo Dicer  (Dicer‐like, DCLs), que poseen 
dominios  tipo  RNasa  III  (Fire  et  al.,  1998;  Bernstein  et  al.,  2001; 
Molnár  et  al.,  2005; Liu  et  al.,  2009). Dichas  ribonucleasas  generan 
fragmentos  pequeños  de  dsRNA  (siRNAs)  de  21  a  30  nucleótidos, 
que  contienen dos nucleótidos protuberantes  en  los extremos 3´ de 
sus cadenas de ambas polaridades (Zhang et al., 2004). Una helicasa 
separa  estos  siRNAs  y  sólo  una  de  las  cadenas  se  incorpora  a  un 
complejo  efector  llamado  RISC  (RNA‐induced  silencing  complex) 
(Hammond  et  al.,  2000).  Dicho  complejo  contiene  proteínas  de  la 
familia Argonauta  (AGO)  (Hock  y Meister,  2008; Vaucheret,  2008), 
formadas  por  un  dominio  PAZ  y  un  dominio  Piwi  con  actividad 
RNasa. El dominio PAZ, al  igual que en  la proteína Dicer, participa 
en  el  reconocimiento  de  los  nucleótidos  protuberantes  de  los 
extremos 3´ de los siRNAs, mientras que el dominio Piwi reconoce el 
extremo  5´  del  mRNA  (Parker  et  al.,  2004).  En  el  silenciamiento 
génico  transcripcional  (Transcriptional  Gene  Silencing,  TGS)  el 
complejo  efector  RITS  (RNA‐induced  transcriptional  silencing 
complex) es guiado hasta un DNA de secuencia complementaria al 
que se une,  induciendo su metilación, bloqueando su  transcripción, 
participando  en  la  formación  de  la  heterocromatina  (Verdel  et  al., 
2004).  En  el  silenciamiento  génico  postranscripcional  (PTGS),  el 
complejo  efector  RISC  es  guiado  hasta  un  RNA  de  secuencia 
complementaria  bloqueando  su  traducción  o  degradándolo 
(Hammond et al., 2000). 
Al mecanismo de silenciamiento se suman otros elementos que 
no  están  presentes  en  todos  los  organismos,  como  son  la 
amplificación y diseminación de la señal de silenciamiento. La señal 
de  silenciamiento  puede  verse  amplificada mediante  la  síntesis  de 
nuevos  dsRNAs  por  la  acción  de  una  RNA  polimerasa  celular 
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dependiente  de  RNA  (´RNA‐dependent  RNA  polymerase´,  RdRp) 
(Wassenegger y Krczal, 2006). Esta polimerasa utiliza como cebador 
la cadena negativa de los siRNAs primarios generados en la primera 
respuesta,  para  formar  más  dsRNAs  a  partir  del  mRNA.  Estos 
dsRNAs  son  reconocidos  por  la  enzima Dicer  formándose  nuevos 
siRNAs  secundarios  (Sijen  et  al.,  2001,  2007)  y  amplificando  así  el 
proceso de PTGS (Baulcombe, 2004).  
En  las  plantas,  la  respuesta  del  silenciamiento  génico  no  se 
limita a  las células donde se  inicia sino que es capaz de propagarse 
célula‐célula a través de  los plasmodesmos (Himber et al., 2003) y a 
larga distancia por  el  sistema  vascular  (Crete  et  al.,  2001; Voinnet, 
2005b; Kalantidis et al., 2008) mediante el movimiento de los siRNAs 
de 21 nt (Parrish y Fire, 2001). Cuando estos siRNAs penetran en las 





en  eucariotas  ha  supuesto  una  proliferación  y  diversificación  de 
todos  los  componentes  clave  de  las  rutas  del  silenciamiento.  Las 
proteínas Dicer y las RdRps, en algunos linajes se han especializado 
para  producir  distintos  tipos  de  sRNAs.  En  este  contexto,  las 
proteínas Argonautas también han evolucionado y desarrollado una 
serie de  funciones  relacionadas con  la amplificación y  la biogénesis 
de  los  siRNAs  secundarios,  el  corte  específico de RNAs diana o  el 
bloqueo  de  su  traducción,  y  el  reclutamiento  de  factores  que 
modifican  la  cromatina.  También  numerosos  loci  que  codifican 
miRNAs  han  surgido  y  evolucionado  como  elementos  reguladores 
transcripcionales  de  la  expresión  génica.  Por  lo  tanto,  tras  los 
procesos  de  especialización  que  han  experimentado  estos 
mecanismos  de  silenciamiento  mediados  por  RNA,  se  han 
constituido  un  conjunto  de  diversas  rutas  reguladoras  basadas  en 
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dsRNA  es  procesado  por  enzimas  Dicer  (DCL)  para  formar  sRNAs.  Estos  se 
incorporan a complejos proteicos (RITS o RISC) desencadenando i) la metilación de 
un  DNA  (TGS)  o  ii)  el  bloqueo  de  la  traducción  o  la  degradación  de mRNAs 
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sobre  dsRNAs  producidos  por  una  RdRp  utilizando  como  cebador    la  cadena 
negativa  de  los  siRNAs  primarios  y  el mRNA.  La  propagación  de  la  señal  de 




En  las  plantas  existen  genes  que  codifican  RNAs  altamente 
estructurados  con  porciones  de  doble  cadena,  que  son  procesados 
por  enzimas  tipo  Dicer  para  dar  lugar  a  RNAs  de  21  a  24  nt 
denominados micro‐RNAs  (miRNAs)  (Bartel, 2004). Cada precursor 
suele  dar  lugar  a  un miRNA mediante  la  acción  de DCL1  y  éste 
último se incorpora a un complejo RISC donde induce su acción. Los 
miRNAs tienen secuencias complementarias a  los RNAs mensajeros 
de  diversos  genes  con  los  que  hibridan,  promoviendo  su  corte  y 
posterior  degradación  (Jones‐Rhoades  et  al.,  2006).  Los  genes 
descritos  cuya  expresión  está  regulada  por  miRNAs  son  con 
frecuencia  factores  de  transcripción  y  genes  implicados  en  el 
desarrollo (Baulcombe, 2004). 
La regulación de los genes mediante miRNAs presenta ventajas 
respecto  a  otros mecanismos  de  regulación  génica,  es mucho más 
rápida  que  la  regulación  mediante  una  disminución  de  la 
transcripción, lo que facilita que se produzcan cambios rápidos en el 
metabolismo  o  cambios  muy  localizados  en  tejidos  concretos. 
Además, un único miRNA puede regular varios genes de una misma 
o  de  distintas  rutas  metabólicas,  siempre  que  éstos  contengan 





control  de  la  actividad  de  elementos  transponibles  a  través  de  la 
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formación  de  la  heterocromatina.  Los  elementos  transponibles, 
transposones  y  retrotransposones,  son  secuencias  de  DNA  muy 
abundantes en el genoma de eucariotas que  tienen  la capacidad de 
moverse  de  un  punto  a  otro  del  genoma.  La  actividad  de  estos 
elementos  implica  la posibilidad de que se produzcan mutaciones o 
reorganizaciones perniciosas del genoma que pueden ser controladas 
a  través de  la  formación de  la heterocromatina. La heterocromatina 
está constituida por DNA altamente condensado y mayoritariamente 
inactivo.  Su  formación  da  lugar  a  ciertas modificaciones  como  la 
metilación del DNA y de ciertos aminoácidos de las histonas. En este 
proceso  el  silenciamiento  mediado  por  RNA  juega  un  papel 
importante ya que los siRNAs son capaces de provocar la metilación 
del DNA con el que  tienen homología de secuencia. También se ha 
observado  que  la  alteración  de  ciertos  genes  implicados  en  el 
silenciamiento  mediado  por  RNA  causa  una  reducción  en  la 
metilación  del  DNA  y  una  mayor  actividad  de  elementos 
transponibles,  lo  que  implica  a  este mecanismo  en  el  control de  la 








silenciamiento  mediado  por  RNA  es  la  defensa  frente  a  virus. 
Muchos  virus,  en  alguna  etapa  de  su  replicación,  utilizan  como 
intermediarios  replicativos  moléculas  de  dsRNA  a  partir  de  las 
cuales  se  desencadena  el  silenciamiento  génico  postranscripcional 
induciendo  la  formación  de  siRNAs  (Tenllado  y  Diaz‐Ruiz,  2001; 
Voinnet,  2005a).  Los  dsRNAs  se  pueden  formar  por  distintos 
mecanismos:  i)  en  virus  cuyo  genoma  está  constituido  por  RNA, 
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durante  la  replicación  producen  RNAs  complementarios  al  RNA 
viral, ii) en algunos virus, algunas regiones de su genoma poseen alta 
estructura  secundaria  que  induce  la  formación  de  siRNAs 
correspondientes a esas zonas concretas de su genoma,  iii) en virus 
cuyo genoma está constituido por DNA se pueden  formar dsRNAs 
durante  la  transcripción  de  sus  mRNAs  mediante  la  acción  de 
enzimas  RpRd  dependientes  del  huésped,  iv)  en  el  caso  de  los 
viroides,  éstos  patógenos  están  formados  por  un  RNA 
monocatenario,  aunque  su  alto  grado  de  estructura  secundaria  les 
otorga algunas características moleculares más propias de moléculas 




Como  hemos  indicado  anteriormente,  las  plantas  han 
desarrollado un mecanismo de defensa  que degrada  el RNA  viral. 
Sin embargo, muchos virus  son  capaces de  sintetizar proteínas que  
inhiben este mecanismo a distintos niveles, disminuyendo, por tanto, 
la defensa del huésped frente a la infección viral. 
Las proteínas  supresoras del PTGS  tienen un origen  evolutivo 
distinto,  aunque  comparten  una  función  en  común,  que  es 
contrarrestar este mecanismo de defensa de la planta. La mayoría de 
estas proteínas suelen ser determinantes de patogenicidad del virus y 
están  relacionadas  con  la multiplicación  y movimiento  del mismo 
dentro de la planta.  
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(Bucher et al., 2003; Hemmes et al., 2003; Schnettler et al., 2008)      
Virus RNA doble cadena
Reoviridae
Phytoreovirus Pns 10 (Cao et al., 2005)
Virus DNA
Caulimoviridae































































TBSV P19 (Omarov et al., 2006; Voinnet et al., 1999)
(Deleris et al., 2006; Mérai et al., 2006; Qu et al.,2003; Thomas et al., 2003)  
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*Virus: CMV, Cucumber mosaic virus;TAV, Tomato aspermy virus; BYV, Beet yellows 
virus; BYSV, Beet yellows stunt virus; CTV, Citrus tristeza  virus; GLRaV‐2, Grapevine 
leafroll‐associated  virus‐2;  SPCSV,  Sweet  potato  chlorotic  stunt  virus;  ToCV,  Tomato 
chlorosis  virus;  CPMV,  Cowpea  mosaic  virus;  PVX,  Potato  virus  X;  ACLSV,  Apple 
chlorotic  leaf  spot virus; GVA, Grapevine virus A; BWYV, Beet western yellows virus; 
CABYV,  Cucurbit  aphid‐born  yellows  virus;  PLRV,  Potato  leafroll  virus;  CVYV, 
Cucumber vein yellowing virus; TEV, Tobacco  etch virus; TMV, Tobacco mosaic virus; 
TuMV,  Turnip mosaic  virus;  PPV,  Plum  plox  virus;  ZYMV,  Zucchini  yellow mosaic 
virus; SCMV, Sugarcane mosaic virus; PoLV, Pothos  latent virus; TCV,  turnip  crinkle 
virus; HCRSV, Hibiscus  chlorotic  ringspot  virus;  CyRSV,  cymbidium  ringspot  virus; 
TBSV,  tomato  bushy  stunt  virus;  TYMV,  Turnip  yellow mosaic  virus;  BNYVV,  Beet 
necrotic yellow vein virus; SBWMV, Soil‐borne wheat mosaic virus; BSMV, Barley stripe 
mosaic virus; PSLV, Poa semilatent virus; PCV, Peanut clump virus; RYMV, Rice yellow 
mottle  virus;  CoMV,  Cocksfoot mottle  virus;  ToMV,  Tomato mosaic  virus;  PMMoV, 
Pepper mild mottle virus; TRV, Tobacco rattle virus; TSWV, Tomato spotted wilt virus; 
RHBV, Rice hoja blanca virus; RDV, Rice dwarf virus; CaMV, Cauliflower mosaic virus; 
ACMV‐CM,  African  cassava  mosaic  virus‐Cameroon;  EACMV‐CM;  ICMV,  Indian 
cassava mosaic virus; MYMV, Mungbean yellow mosaic virus; SLCMV, Sri lanka cassava 
mosaic  virus;  TGMV,  Tomato  golden mosaic  virus;  ToLCJAV,  Tomato  leaf  curl  Java 








que  expresan  constitutivamente  el  gen  de  la  proteína  fluorescente 
GFP  (green  fluorescent  protein)  y  las  hojas  se  agroinfiltran 
simultáneamente con el vector binario que expresa GFP y un vector 




el  silenciamiento  de  GFP  y  no  se  observa  fluorescencia  verde 
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(Cañizares  et  al.,  2008).  Como  hemos  indicado  anteriormente,  los 
supresores  del  silenciamiento  suelen  ser  determinantes  de 
patogenicidad, por  lo que  su expresión desde un vector viral  suele 
inducir  síntomas  en  las  plantas  inoculadas  (Brigneti  et  al.,  1998; 
Voinnet  et  al.,  1999;  Saenz  et  al.,  2001;  Cañizares  et  al.,  2008; 
Martínez‐Turiño y Hernández 2009) (Fig. 2.1). 
   2) Expresión estable. 
  En  este  sistema  se  realiza  un  cruzamiento  entre  una  planta 
transgénica  que  expresa  constitutivamente  la  proteína  candidata  y 
otra  planta  transgénica  que  contiene  un  gen  delator  que  está 
silenciado  (el  más  utilizado  es  el  gen  GUS  que  codifica  para  la 
proteína  β‐glucuronidasa)  (Anandalakshmi  et  al.,  1998; Kasschau y 
Carrington 1998; Dunoyer et al., 2004). Alternativamente, la proteína 
candidata  se  puede  expresar  desde  un  vector  viral.  Si  la  proteína 
candidata tiene actividad supresora del silenciamiento se produce la 




candidata  a  suprimir  el  silenciamiento.  Como  control  se  utilizan 
plantas que  contienen  sólo  el gen delator  silenciado.  Sobre  los dos 








Este método  se  basa  en  la  complementación  funcional de una 
proteína  candidata  por  una  proteína  con  actividad  supresora 
conocida.  La  proteína  candidata  del  virus  estudiado  se  elimina,  lo 
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que  conduce  a  una  reducción  en  la  acumulación  sistémica  y  una 
disminución de los síntomas. La complementación en cis‐ o en trans‐ 
con una proteína  supresora  conocida  restablece  los  síntomas y/o  la 
multiplicación  del  virus,  lo  que  sugiere  que  la  proteína  candidata 




delator  silenciado  (normalmente  GFP)  con  el  virus  candidato  y 
determinar  si  el  fenotipo  silenciado  revierte.  Habitualmente  se 




el  silenciamiento  de  GFP  mediante  degradación  de  su  mRNA, 
produciendo una disminución de  la  fluorescencia verde  (color  rojo 
bajo  luz  ultravioleta).  En  este  momento  se  inocula  el  virus  y  se 
observa el fenotipo de las plantas. Si se restaura la expresión de GFP,  




que se  identifica  la actividad supresora de una proteína  (Voinnet et 
al., 2000; Johansen y Carrington, 2001). 
En  este  ensayo  se  agroinoculan  simultáneamente  plantas 
transgénicas que expresan GFP (línea 16C) con dos vectores binarios 
que  portan  el  gen  gfp  y  el  gen  candidato,  respectivamente.  En 
ausencia de  supresor del  silenciamiento,  la  sobre‐expresión de GFP 
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que  en presencia del  supresor,  el mRNA del GFP  se  acumula más 
observándose  un  aumento  de  la  fluorescencia  verde  (Llave  et  al., 
2000;  Qu  et  al.,  2003;  Cañizares  et  al.,  2008;  Martínez‐Turiño  y 
Hernández, 2009) (Fig. 2.5.A).  
Una variación de este ensayo puede proporcionar  información 







capaz  de  suprimir  la  señal  de  silenciamiento  célula  a  célula  y/o  a 
larga  distancia  (Cañizares  et  al.,  2008).  Dicho  ensayo  se  puede 
realizar  de  dos  maneras  distintas:  una  en  la  que  las  dos 
construcciones se agroinfiltran simultáneamente en la misma zona de 
la  hoja  (Fig.  2.5.B)  y  otra  en  la  que  las  dos  construcciones  se 
agroinfiltran en la misma hoja pero por  separado, una en el ápice de 
la hoja y la otra en la base. A continuación se observa la evolución a 
lo  largo  del  tiempo  de  la  fluorescencia  de  las  hojas  superiores  no 
agroinfiltradas.  Si  la  proteína  no  es  un  supresor  de  la  señal  de 
silenciamiento  a  larga  distancia,  ésta  se  mueve  sistémicamente 
induciendo el silenciamiento del GFP de las hojas superiores, que se 
observa por un aumento de la fluorescencia roja,  mientras  que si el 
supresor  de  silenciamiento  actúa  a  larga  distancia  la  señal  de 
silenciamiento está bloqueada y las hojas superiores no se silencian.  
                                                                                                   Introducción 

































































































Figura 2. Representación esquemática de  los ensayos que permiten  identificar  los 
supresores virales del silenciamiento génico mediado por RNA (Fig. adaptada de 
Moissiard  y  Voinnet,  2004).  2.1)  Expresión  de  la  proteína  supresora  desde  un 
vector  viral.  2.2)  Expresión  estable.  2.3)  Complementación  heteróloga.  2.4) 
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3.4.2. Mecanismo de acción de los supresores del silenciamiento. 




independiente.  La  actividad  supresora  del  silenciamiento  se  ha 
identificado en proteínas de cápsida y de movimiento, en proteínas 
asociadas  a  la  transmisión  del  virus  por  vectores,  en  factores  de 
replicación de RNA y en activadores transcripcionales. Sin embargo, 






proceso  en  etapas  clave,  ya  que  afectan  a  la  actividad  de Dicer  o 
RISC,  sin  embargo  otros  actúan  en  etapas  menos  importantes 




al., 2007) y  la CP del virus de  la tristeza de  los cítricos (CTV) (Lu et 
al., 2004). Por otro lado, existen supresores que pueden actuar en más 
de una  etapa del  silenciamiento,  como  la proteína  2b del virus del 
mosaico  del  pepino  (Cucumber  mosaic  virs,  CMV),    que  inhibe  la 
actividad RISC y evita  la propagación de  la señal de silenciamiento 
sistémica (Zhang et al., 2006; Guo y Ding, 2002) (Fig. 3).  
Teniendo  en  cuenta  el  nivel  en  el  que  actúan  los  supresores, 
éstos se pueden clasificar en dos grandes grupos:  
En  un  primer  grupo  se  incluyen  los  supresores  que 
interaccionan con RNA. Dentro de este grupo existen supresores que 
                                                                                                   Introducción 
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interaccionan  (i)  con moléculas de dsRNA  independientemente del 
tamaño que tengan éstas (Mérai et al., 2006), como la proteína P38 del 
virus  del  arrugado  del  nabo  (Turnip  crinkle  virus,  TCV)  (Qu  et  al., 
2003) y la P14 del virus latente del pothos (Pothos latent virus, PoLV) 
(Mérai et al., 2005) o  (ii) con pequeños siRNAs, que es  la estrategia 
más  frecuente entre  los  supresores, como por ejemplo  las proteínas 
P19 del  virus de  las manchas  anulares del  cymbidium  (Cymbidium 
ringspot  virus,  CyRSV)  (Lakatos  et  al.,  2004),  P21  del  virus  del 
amarilleo de la remolacha (Beet yellows virus, BYV) (Reed et al., 2003) 
y HcPro del virus del grabado del  tabaco  (Tobacco  etch  virus, TEV) 
(Mérai et al., 2006) (Fig. 3). 
En  un  segundo  grupo  se  incluyen  los  supresores  que 
interaccionan con proteínas de la planta implicadas en el mecanismo 
de  silenciamiento.  Estos  supresores  pueden  (i)  interferir  en  la 
actividad  endonucleolítica de Dicer,  como  la proteína P38 de TCV 
(Deleris  et  al.,  2006)  y  la  P6  del  virus  del  mosaico  de  la  coliflor 
(Cauliflower mosaic virus, CaMV) (Haas et al., 2008), (ii) interferir en la 
acción  endonucleolítica  del  complejo  RISC,  como  por  ejemplo  la 
proteína 2b del virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus 
CMV) (Zhang et al., 2006) y la proteína PO del virus del amarilleo de 
la  remolacha  (Beet western yellows virus, BWYV)  (Baumberger et al., 
2007; Bortolamiol et al., 2007),  (iii)  impedir el paso de amplificación 
del RNA,  como  las proteínas P69 del  virus del  amarilleo del  nabo 
(Turnip yellow virus, TuYV)  (Chen et al., 2004) y  la V2 del virus del 
rizado  amarillo  del  tomate  (Tomato  yellow  leaf  curl  virus,  TYLCV) 





Wang  et  al.,  2005),  y  (v)  inducir  la  expresión  o  activación  de 
reguladores  negativos  endógenos  del  silenciamiento,  como  la 
proteína  AC2  del  virus  del  mosaico  amarillo  del  “frijol  mungo” 
                                                                                                   Introducción 

































Figura  3. Representación  esquemática del mecanismo de  silenciamiento y de  los 
niveles en los que interfieren los supresores virales. A) Captura de dsRNAs largos 
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4. Vectores virales. 
         Recientemente se ha empezado a utilizar el genoma de diversos 
virus  como  vector  para  silenciar  o  expresar  genes  heterólogos  en 
plantas.  
4.1. Silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS). 
Como  hemos  comentado  anteriormente,  una  estrategia  muy 
atractiva utilizada en los últimos años para determinar la función de 








silenciamiento.  Para  ello,  el  genoma  de  un  virus  se  utiliza  como 
vector  en  el  que  se  introducen  genes  o  fragmentos de  genes de  la 
planta. Cuando se  inocula el virus modificado, el procesamiento de 
dsRNA del genoma del virus por la nucleasa Dicer da lugar también 







La  utilización  de  los  vectores  virales  tiene  ventajas  sobre  la 
mutagénesis o  la transformación genética ya que permite ensayar  la 
función de numerosos genes en un corto periodo de tiempo. Esto es 
especialmente  crítico  en  el  caso  de  los  cítricos,  que  poseen  largos 
periodos  juveniles (normalmente 6‐8 años), donde la transformación 
                                                                                                   Introducción 
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de plantas adultas es muy difícil y son necesarios largos periodos de 
tiempo entre la transformación y la fructificación. Otra ventaja es que 
permite  estudiar  la  función  de  genes  que  son  esenciales  para  el 






secuencia  que  presentan  los  genes  pertenecientes  a  una  misma 
familia  entre  sí,  al  expresar  uno  de  ellos  desde  un  vector  viral  se 
suelen silenciar  todos a  la vez. Por otro  lado, debido a que algunos  
virus  puede  infectar  distintas  especies  vegetales,  esta  tecnología 
permite  determinar  rápidamente  la  función  de  un mismo  gen  en 
disferentes especies. Un ejemplo es el vector viral basado en el virus 
del  cascabeleo  del  tabaco  (Tobacco  rattle  virus,  TRV),  que  se  ha 
empleado  para  estudiar  la  función  de  genes  en  N.  benthamiana, 
Arabidopsis  thaliana y  tomate  (Liu et al., 2002, 2004; Valentine et al., 
2007). 
Como inconveniente de la estrategia VIGS está la posibilidad de 
que  los  síntomas  inducidos  por  la  infección  viral  enmascaren  el 
fenotipo originado por el silenciamiento del gen de interés. 
La  tecnología VIGS  se  ha  usado  con  unos  pocos  virus  en  un 
número  limitado  de  cultivos  (Burch‐Smith  et  al.,  2004;  Robertson, 
2004; Godge et al., 2008)  (Tabla 2). Se ha empleado para conocer  la 
función  de  genes  relacionados  con:  defensa  de  la  planta  frente  a 
patógenos  (virus,  bacterias  y  hongos),  estrés  abiótico,  señalización 
celular,  procesos  del  metabolismo  o  del  desarrollo  (revisado  en 
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*ACMV, African cassava mosaic virus; BSMV, Barley stripe mosaic virus; BPMV, Bean 
pod mottle virus; BMV, Brome mosaic virus; CLCV, Cabbage leaf curl virus; PEBV, Pea 
early  browning  virus;  PopMV,  Poplar  mosaic  virus;  PVX,  Potato  virus  X;  STMV, 






manera  constitutiva mediante  el  uso  de  plantas  transgénicas  o  de 
forma no constitutiva mediante el empleo de vectores virales.  
La  expresión  constitutiva  de  genes  se  realiza  mediante 
transformación  genética  y  requiere  de  la  integración  dentro  del 
genoma nuclear o cloroplástico de las células vegetales de un T‐DNA 
de  transferencia  (T‐DNA  transfer,  T‐DNA)  que  incluye  el  gen  de 
interés (Chilton et al., 1977). 
Por  otro  lado,  la  expresión  no  constitutiva de  genes mediante 
vectores  virales  consiste  en  la  infección  de  la  planta  con  un  virus 
recombinante  que  contiene  la  secuencia  del  gen  que  se  desea 
expresar. El virus infecta la planta y utiliza su maquinaria de síntesis 




pequeño  y  fácilmente  manipulable,  la  inoculación  en  plantas  es 
sencilla,  la  expresión  del  gen  de  interés  es  rápida,  la  alta  tasa  de 





estrategia  tiene  la  ventaja  de  reducir  los  efectos  perjudiciales  que 
                                                                                                   Introducción 
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pueden aparecer por el aumento del tamaño del genoma viral tras la 
inserción  del  gen  de  interés.  Si  es  posible,  las  secuencias  virales 
sustituidas no deben estar asociadas con la replicación del virus. En 
aquellos  vectores  en  los  que  sólo  se puede  sustituir  la proteína de 
movimiento, pueden presentar limitaciones ya que el virus no puede 






   2)  Inserción del gen de  interés. Con  esta  estrategia  se duplica un 
promotor de un RNA subgenómico (sgRNA) del virus y se inserta a 
continuación el gen que se quiere expresar  induciendo  la formación 
de un nuevo  sgRNA. De  esta  forma  se  evitan  los problemas de  la 
estrategia  anterior.  Tiene  el  inconveniente  del  aumento  de  tamaño 
del  genoma  del  virus  y  además  pueden  surgir  recombinaciones 
homólogas  causando  inestabilidad  del  vector.  Este  método  se  ha 
empleado con TMV (Pérez‐Filgueira et al., 2003; Karasev et al., 2005), 
con PVX (Chapman et al., 1992; Nemchinov y Natilla, 2007), y con el 





1997;  Porta  y  Lomonossoff,  1998).  Es muy  importante  que  dichas 
fusiones no  interfieran en  las  funciones normales del virus. Existen 
numerosos ejemplos en los que se ha empleado esta estrategia, como 
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   4) División del genoma del virus en dos fragmentos: uno contiene 
el gen de interés y el otro incluye todos los componentes necesarios 










genes desde un vector viral.  1)  Sustitución de un gen.  2) Adición de un gen.  3) 





proteínas  de  interés  biosanitario,  como  anticuerpos  (McCormick  et 
al., 1999, 2003; Monger et al., 2006) y antígenos para fabricar vacunas 




dichos  vectores  se  emplean  para  expresar  genes  que  controlan 
caracteres de interés de la planta (Kumagai et al., 1998, 2000; Bouvier 
et  al.,  2000),  para  obtener  cultivos  resistentes  a  patógenos 
(Tavladoraki  et  al.,  1993;  Shiboleth  et  al.,  2001; Nolke  et  al.,  2003; 
Peschen  et  al.,  2004;  Villani  et  al.,  2005)  y  para  estudiar  rutas 
metabólicas de la planta (Nolke et al., 2005). Una de las aplicaciones 
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de virus que permitan  infectar plantas  o protoplastos ha  resultado 
muy  útil  para  estudiar  aspectos  relacionados  con  la  replicación, 
expresión  génica  o  identificación  de  los  determinantes  de 




del  virus,  que  se  inserta  en  un  vector  para  su  mantenimiento  y 
amplificación en bacterias (Boyer y Haenni, 1994). El cDNA obtenido 
se  puede  clonar  bajo  el  promotor  de  la  RNA  polimerasa  DNA 
dependiente  de  un  fago,  como  SP6  (Melton  et  al.,  1984),  T3  y 







clon  de  cDNA  se  sintetizan  in  vitro  los  transcritos  de  RNA  y  se 
inoculan  en  la  planta  hospedadora  utilizando  distintos  métodos, 
como inoculación mecánica, electroporación, lipofección, bombardeo 
con partículas de oro o  tungsteno  impregnadas  con  los  transcritos, 
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los  transcritos  (Sarnow,  1989;  Hayes  y  Buck,  1990;  Hearne  et  al., 
1990), ii) la presencia de mutaciones puntuales como consecuencia de 
la  baja  fidelidad  de  copia  de  las  enzimas  que  se  utilizan  para  la 
construcción del clon  infeccioso o en el proceso de transcripción del 
RNA viral  (Kuhn et al., 1990),  iii)  la presencia de  la estructura CAP 
en el extremo 5´ o de una cola poli‐A en el extremo 3´ del virus, iv) el 
tamaño  del  genoma  del  virus,  v)  el  huésped  donde  se  realiza  la 
inoculación, y vi) el método de inoculación de los transcritos.  
La  construcciones  bajo  el  promotor  35S  se  transcriben  en  el 
núcleo  de  las  células mediante  la RNA  polimerasa  II  celular  y  los 
transcritos  del  RNA  viral  se  traducen  en  el  citoplasma,  donde  se 
induce la replicación del genoma del virus mediante la replicasa viral 
(Fig. 5). Se han utilizado distintos métodos para introducir el cDNA 
en  las  células,  como  la  transmisión  mecánica,  el  bombardeo  con 
partículas,  etc.,  pero  el más  utilizado  consiste  en  la  clonación  del 
genoma en un plásmido binario e inoculación mediante la bacteria A. 
tumefaciens.  Este  método  tiene  las  siguientes  ventajas  sobre  la 
inoculación de transcritos: i) la infectividad es menos dependiente de 
la degradación del RNA ya que éste se sintetiza dentro de las células 
(Van  Bokhoven  et  al.,  1993),  ii)  los  clones  de  cDNA  son  estables 
durante mucho tiempo ya que se conservan en forma de plásmido, y 
iii) no  requiere de  la  transcripción  in vitro,  lo que es  importante en 





























Para  construir un vector viral  eficiente  a partir de un virus  es 
necesario  conocer  previamente  la  estrategia  de  expresión  de  su 
genoma y los mecanismos que la regulan (Shivprasad et al., 1999). La 
mayoría  de  los  virus  de RNA  de  cadena  positiva  contienen  en  su 
genoma varios marcos de lectura abierta (ORFs) que se expresan de 
forma diferente. Éstos  emplean una amplia variedad de  estrategias 
de  expresión y  regulación de  sus genes,  como  la  segmentación del 
genoma, el procesamiento de poliproteínas, el desplazamiento de  la 
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terminación  de  un  gen  y  la  síntesis  de  RNAs  subgenómicos 
(sgRNAs) (Maia et al., 1996; Dreher y Miller, 1996). 
En  el  caso  de  los  virus  de  RNA  que  emplean  esta  última 
estrategia  sólo  el  primer  ORF,  que  suele  contener  los  genes 
relacionados con la replicación del virus, se traducen directamente a 
partir  del  RNA  genómico  (gRNA)  ya  que  sus  productos  son 
necesarios para  la  replicación  y para  la  síntesis de  los  sgRNAs. El 
resto  de  genes  se  transcribe mediante  la  formación  de  sgRNAs  3´ 
coterminales,  que permiten  situar  a  cada uno de  los  genes  en una 
posición próxima al extremo 5´ para su traducción. La producción de 
los  sgRNAs  es  una  estrategia  desarrollada  por  los  virus  para 
subsanar  la  escasa  o  nula  eficiencia  de  la  traducción  de  ORFs 
internos  o  situados  en  el  extremo  3´  terminal,  originada  por  la 
dependencia que tienen los ribosomas eucarióticos del extremo 5´ del 
mRNA (Kozak et al., 1989). Esto permite regular a cada gen de forma 




La  transcripción  de  los  sgRNAs  se  lleva  a  cabo  por  la  RNA 
polimerasa  RNA  dependiente  del  virus,  que  reconoce  secuencias 
promotoras  situadas  en  la  cadena  negativa  del RNA  viral.  Se  han 
descrito  varios  mecanismos  para  la  producción  de  sgRNAs  3´ 
coterminales (Miller y Koev, 2000; White, 2002): 
1)  Iniciación  interna.  El  virus  sintetiza  la  cadena  negativa  del 
gRNA y a partir de ella  la polimerasa  reconoce  secuencias  internas 
iniciando  la  síntesis  de  la  cadena  positiva  de  los  sgRNAs. Dichas 
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      2) Terminación prematura. La síntesis de la cadena negativa del 




RNA  líder  de  cadena  positiva  derivado  del  extremo  5´  del  gRNA 




variante,  la polimerasa se suelta del molde durante  la síntesis de  la 
cadena negativa del gRNA sin soltar la cadena que estaba sintetizado 
y  se  une  al  extremo  5´  del  molde,  donde  termina  su  síntesis 
generando un sgRNA de cadena negativa. Este RNA sirve de molde 

































Figura  6.  Representación  esquemática  de  los  modelos  de  transcripción  de  los 
sgRNAs  (Fig.  adaptada  de White,  2002).  1)  Iniciación  interna.  2)  Terminación 
prematura.  3)  Síntesis  discontinua:  a)  mediante  un  RNA  líder,  b)  mediante 
recombinación. El gRNA de cadena positiva  (+) está representado por una  flecha 
negra  y  el  gRNA  de  cadena  negativa  (‐)  por  una  flecha  negra  discontinua.  Los 
sgRNAs  (+) están  representados por  flechas azules. La  flecha verde  representa el 








Miller,  2000). En  los  virus  que utilizan  el mecanismo de  iniciación 
interna  para  la  síntesis  de  los  sgRNAs,  como  norma  general,  la 
mayor parte de  la  secuencia promotora  se  localiza  inmediatamente 
antes del inicio de transcripción del sgRNA (French y Ahlquist, 1988; 
Levis  et  al.,  1990; Boccard  y Baulcombe,    1993;  Johnston  y Rochon 
1995; van der Vossen et al., 1995; Wang y Simon, 1997; Koev et al., 
































iniciar  la  síntesis  de  los  sgRNAs  pueden  ser  tanto  estructuras 
primarias (Gowda et al., 2001; Johnson et al., 2003) como secundarias 
(Grdzelishvili  et  al.,  2000;  Li  y Wong,  2006)  y  se  localizan  en  la 
cadena  negativa  del  gRNA  del  virus.  Hay  virus  que  presentan 
diferentes  promotores  para  los  diferentes  sgRNAs,  lo  que  permite 
regular  la  transcripción  de  los  distintos  genes  codificados  por  el 








bacilliform  virus, MBV)  (Revill  et  al.,  1999),  el  virus  del  enanismo 




En  algunos  virus  que  utilizan  el  mecanismo  de  terminación 
prematura para  la transcripción de sus sgRNAs, se han  identificado 
interacciones  RNA‐RNA  a  larga  distancia  entre  sitios  cercanos  al 
inicio  de  transcripción  y  sitios  más  alejados  del  mismo.  Estas 
interacciones  son  necesarias  para  la  formación  de  una  estructura 
secundaria que permite la terminación prematura de la síntesis de la 
cadena negativa. Esta cadena negativa contiene en el extremo 3´ una 
secuencia que es utilizada por  la RdRp para  iniciar  la  transcripción 
de  la  cadena positiva del  sgRNA. Dicha estrategia  solamente  se ha 
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aunque  también  se  ha  propuesto  para  otros  virus  de  los  géneros 
Torovirus, Nodavirus,  Closterovirus  y  Tombusvirus  (Price  et  al.,  2000; 
Gowda et al., 2001; Lindenbach et al., 2002; Smits et al., 2005).  
En los virus que producen múltiples sgRNAs, los más cercanos 
al  extremo  3´  tienden  a  acumularse  en mayor  proporción  que  los 
restantes  (Kelly  et  al.,  1994).  Este  fenómeno  también  se  pone  de 
manifiesto  cuando  se  duplica  artificialmente  un  promotor  de  un 
virus en el extremo 3´ del mismo  (French y Ahlquist, 1988; Koev et 
al.,  1999).  Se  desconoce  el mecanismo  por  el  cual  se  produce  este 
fenómeno y aunque se han propuesto varias teorías, hasta la fecha no 
se ha podido demostrar ninguna (Koev y Miller, 2000).  
Para  determinar  el  mecanismo  de  síntesis  de  sgRNAs  en 




French  y Ahlquist,  1998). Utilizando  esta  técnica  se  ha  conseguido 
caracterizar  la  secuencia mínima  capaz  de  promover  la  síntesis  de 







sgRNAs,  además  de  la  RdRp  están  implicadas  otras  proteínas  del 
virus.  Un  ejemplo  descrito  es  el  de  AMV,  en  el  que  se  vio  que 
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mutaciones en el extremo 3´ del RNA 3 impedían la unión específica 
de la proteína de cápsida al RNA y como consecuencia, se producía 
una disminución drástica de  la  síntesis del RNA  4  (Reusken  et  al., 
1997). Por otra parte, la RdRp de este virus es capaz de reconocer los 
diferentes tipos de promotores presentes en su genoma ya que posee 
sitios  específicos de unión para  cada uno de  ellos  (Suopanki  et al., 
1998). 
Además  de  los  promotores,  se  han  descrito  elementos 
estimuladores  de  la  replicación  (conocidos  como  replication 
enhancers),  que  potencian  la  síntesis  de  cadenas  positivas  y 
elementos supresores de la replicación, que disminuyen la síntesis de 
las cadenas negativas. Probablemente, ambos tipos de elementos son 












pero  no  sobre  limonero  rugoso  (C.  jambhiri  Lush)  (Navarro  et  al., 
1984) (Fig. 7). Además, en los ensayos de infectividad realizados para 




nervial  en  las  hojas  de  naranjo  amargo  (C.  aurantium  L.),  pomelo 
Marsh  (C.  paradisi Macf.),  tangelo Orlando  (C.  paradisi. Macf.  x  C. 
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reticulata  Tan.),  naranjo  dulce  Pineapple  (C.  sinensis  (L.)  Osb.), 







       Para  ver  si  esta  enfermedad  podía  inducir  incompatibilidad 
patrón‐injerto  en  variedades  comerciales  de  cítricos  se  inocularon 
plantas de clementino de Nules,  limonero Eureka, pomelo Marsh y 
naranjo  dulce  Pineapple  con  el  clon  SRA‐153  y  estas  plantas  se 
propagaron  sobre  citrange  Troyer.  Las  plantas  de  clementino  y 
limonero mostraron síntomas de mala unión patrón‐injerto a los seis 
meses de la propagación mientras que en pomelo y naranjo dulce la 
unión  era normal  (Galipienso  et  al.,  2000). Además,  las  variedades 
que mostraban  síntomas  de mala  unión  también  inducían  clorosis 





un mismo  virus  en  el  kumquat  SRA‐153  que  se  podían  separar  al 
pasar por  ciertos  hospedadores. A  la misma  conclusión  se  llegó  al 
caracterizar  biológicamente  las  líneas  de  kumquat  38‐1  y  497‐2, 
obtenidas por microinjerto  a partir del  clon  SRA‐153,  ya  que  éstas 
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sólo inducían acanaladuras en la madera en cidro Etrog y manchado 
foliar en tangor Dweet (Navarro et al., 1984; Galipienso et al., 2000).  
        Recientemente  se  ha  obtenido  un  clon  infeccioso  del  genoma 
completo  de CLBV  (IC‐CLBV)  a  partir  del  aislado  SRA‐153. Dicho 
clon  induce acanaladuras en  la madera en cidro Etrog y manchado 
foliar  en  hojas  de  tangor Dweet  (Fig.  8),  pero  no  produce  clorosis 
nervial  en hojas de naranjo dulce Pineapple ni mala unión patrón‐
injerto  al  propagarse  sobre  citrange.  Estos  resultados  indican  que 
CLBV sólo es  responsable de  la  inducción de  los síntomas en cidro 
Etrog  y  tangor  Dweet,  y  que  la  mala  unión  sobre  citrange  y  la 










        CLBV  infecta  todas  las  especies  y  variedades  de  cítricos 
ensayadas pero sólo induce síntomas en cidro Etrog y tangor Dweet, 





infectadas.  Además,  recientemente  se  ha  observado  que  CLBV 
B)A) 
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también  se  transmite  por  semilla,  aunque  en  una  proporción muy 
baja  (Guerri  et  al.,  2004).  El  virus  puede  transmitirse 
experimentalmente  a  cítricos  sanos mediante  cortes  en  el  tallo  con 
una  cuchilla mojada  con  extracto  de  planta  enferma. No  se  tienen 
evidencias de su trasmisión por vectores (Vives et al., 2008). 
CLBV  se  ha  detectado  en  España  (Galipienso  et  al.,  2000; 
Galipienso  et  al.,  2001; Vives  et  al.,  2002b),  Japón,  Florida, Nueva 
Gales  del  Sur  (Australia),  Italia  (Guardo  et  al.,  2007)  y  Nueva 
Zelanda (Harper et al., 2008), en árboles que presentaban mala unión 
del  injerto  con  patrones  trifoliados.  La  importancia  económica  del 
virus es desconocida ya que no se ha determinado su  incidencia en 
las  distintas  regiones  geográficas  donde  se  ha  localizado  ni  se  ha 
podido  demostrar  su  participación  junto  a  otros  patógenos  en  la 
incompatibilidad  de  ciertas  variedades  de  cítricos  sobre  patrones 
trifoliados. 
 
7.2.  Taxonomía,  organización  genómica  y  características 
moleculares 
        CLBV  pertenece  a  la  familia  Flexiviridae  (Adams  et  al.,  2005; 
Martelli et al., 2007). Por sus características biológicas, estructurales y 




        Los  viriones  de  CLBV  son  partículas  con  una  morfología 
filamentosa  y  flexuosa,  con  una  longitud media  de  960  nm  y  un 
diámetro  de  14  nm,  formadas  por  una  molécula  de  RNA 















ORF  2  codifica  una  proteína  de movimiento  (MP)  de  40 KDa  que 
presenta  similitud  de  secuencia  con  las  proteínas  de  movimiento 
célula‐célula de la ¨superfamilia 30K¨. Y por último el ORF 3 codifica 
la proteína capsídica (CP) de 41 KDa (Vives et al., 2001).  
        El ORF1  se  traduce  directamente  a  partir  del  RNA  genómico 
(gRNA), mientras que los genes de la MP y CP se expresan mediante 
la  síntesis  de  RNAs  subgenómicos  (sgRNAs)  3´coterminales  que 
actúan  como RNAs mensajeros  a partir de  los  cuales  se  traduce  el 
gen  que  ocupa  la  posición  5´  terminal.  Tanto  el  gRNA  como  los 
sgRNAs  3´coterminales  están  encapsidados  y  comienzan  en  su 
extremo  5´  con  el  hexanucleótido  GAAAAG,  que  podría  ser  un 
elemento implicado en el reconocimiento de la polimerasa viral. Los 
sgRNAs  de  la MP  y  CP  tienen  en  su  extremo  5´  una  región  no 
codificante de 123 y 284 nt, respectivamente (Vives et al., 2002) (Fig. 













y  los  sgRNAs que produce. Las  cajas  representan  los ORFs y dentro de  ellas  se 
indica la proteína que codifican. En el ORF 1 se muestran los dominios funcionales 
de  la  metiltransferasa  (MT),  la  proteasa  (PRO),  la  helicasa  (HEL)  y  la  RNA 
polimerasa  (RdRp).  En  la  parte  inferior  de  la  figura  están  representados  los 




        La  presencia  del  virus  en  plantas  infectadas  se  puede 
diagnosticar mediante métodos  biológicos  y métodos moleculares. 
Como  se  ha  indicado  anteriormente,  CLBV  induce  síntomas  en 
tangor Dweet y cidro Etrog, por lo que estas dos especies se pueden 
utilizar  para  el  diagnóstico  biológico  del  virus.  Debido  a  que  el 
síntoma  de  moteado  clorótico  en  tangor  Dweet  es  más  fácil  de 
observar y aparece más pronto que las acanaladuras en la madera en 
cidro  Etrog,  este  ensayo  es  el  que  se  utiliza  para  el  diagnóstico 
rutinario  del  virus.  La  inoculación  a  partir  de  kumquat  SRA‐153 
siempre  causa  síntomas  muy  intensos  en  todas  las  plantas 
inoculadas. Sin embargo, la inoculación a partir de otras especies de 
cítricos  como  naranjo dulce Pineapple  inoculadas previamente  con 
SRA‐153 da lugar a síntomas foliares más suaves y la transmisión del 
virus es más errática, detectándose en menos del 40% de las plantas 
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con  seis  piezas  de  inóculo  para  un  diagnóstico  fiable  de  la 
enfermedad y hace que el método sea  inadecuado para procesar un 
gran número de muestras (Galipienso et al., 2000). 
        Los  métodos  moleculares  que  se  han  desarrollado  para  el 
diagnóstico  del  virus  se  basan  en  la  detección  de  la  proteína  de 
cápsida o del RNA viral. Debido a  la baja  concentración  en que  se 
encuentra CLBV  en  las  plantas  infectadas,  no  se  pudieron  obtener 
anticuerpos a partir de viriones purificados. Por ello  se preparó un 
suero a partir de  la proteína  capsídica  expresada  en bacterias. Con 
este suero se pudo detectar el virus mediante Western blot utilizando 
extractos  semipurificados  de  viriones,  pero  no  se  pudo  detectar 
mediante  ELISA  utilizando  extractos  vegetales,  por  lo  que  su  uso 




RNA  viral  mediante  hibridación  molecular  o  retrotranscripción  y 





RT‐PCR  es más  sensible que  la hibridación molecular y permite  la 
detección  a  partir  de  cualquier  tejido  infectado.  Estos  métodos 
permiten el diagnóstico  fiable del virus utilizando hojas  jóvenes de 
plantas infectadas de numerosas variedades de cítricos, sin embargo, 




fiable. Además,  en  condiciones de  campo  la detección de CLBV  es 
menos consistente que en invernadero debido a que el título viral es 
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sólo  dan  reacción  positiva  entre  el  10  y  el  20%  de  las  muestras 
analizadas de un mismo árbol infectado. Recientemente se ha puesto 
a  punto  la  técnica  de  RT‐PCR  cuantitativa  a  tiempo  real  usando 
sondas Taqman para la detección del virus. Esta técnica resulta 1000 
veces más sensible que la RT‐PCR convencional y es la técnica que se 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
El empleo de vectores virales es una estrategia muy útil para la 
expresión  o  el  silenciamiento  de  genes  de  plantas  o  para  inducir 
resistencia  frente a otros virus u otros patógenos. La utilización de 
los  vectores  virales  tiene  la  ventaja  sobre  la  mutagénesis  o  la 
transformación  genética  de  que  permite  ensayar  la  función  de 
numerosos  genes  en  un  corto  periodo  de  tiempo.  Esto  es 
especialmente  crítico  en  cítricos,  que  poseen  largos  periodos 





2000, 2001; Vives  et al., 2001, 2008) y molecularmente  (Vives  et al., 
2001; 2002).  
Este virus  tiene  las siguientes ventajas para ser utilizado como 
vector  viral:  i)  infecta  a  todas  las  especies  y  variedades de  cítricos 
ensayadas  sin  inducir  síntomas en  la mayoría de ellas,  lo que evita 
interferencias con la expresión fenotípica del gen o genes a estudiar, 




de  la  expresión  de  genes  implicados  en  el  desarrollo  de  hojas  y 
frutos,  iv)  al  ser  un  virus  filamentoso,  admite  en  su  genoma 
secuencias exógenas de mayor  tamaño que  los virus  isométricos, v) 





CLBV  es  necesario  disponer  de  un  clon  infeccioso  del  virus  y  de 
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métodos eficientes de  inoculación del mismo en plantas de cítricos. 
Al  inicio  de  este  trabajo  sólo  se  disponía  de  información  sobre  la 
construcción de un  clon  infeccioso del aislado T36 de CTV y de  su 
inoculación  en  plantas  de  cítricos.  De  todos  los  sistemas  de 
inoculación de este clon infeccioso de CTV a cítricos, el único que dio 
resultado  fue  la  inoculación de  transcritos del genoma del virus en 
protoplastos  de  N.  benthamiana,  purificación  y  amplificación  de 
viriones generados en ellos mediante sucesivos pases en protoplastos 
e  inoculación  mecánica  de  los  mismos  en  plantas  de  cítricos 
(Satyanarayana  et  al.,  1999).  Para  reproducir  el  sistema genético 
desarrollado para CTV, era necesario obtener un clon  infeccioso del 
genoma completo de CLBV bajo el promotor T7 del  fago  lambda y 
poner  a  punto  la  obtención  de  protoplastos  de  cidro  Etrog,  N. 
benthamiana y N. occidentalis, que son huéspedes del virus. 
Antes de modificar el clon infeccioso de CLBV para convertirlo 
en  un  vector  viral  eficiente,  era  necesario  conocer  la  estrategia  de 
expresión del genoma viral y caracterizar  las secuencias  implicadas 
en el reconocimiento y promoción de la síntesis de los sgRNAs para 
poder  duplicar  este  promotor  con  el  objetivo  de  expresar  genes  o 
fragmentos de genes mediante la formación de un nuevo sgRNA. 
Por  otro  lado,  las  plantas  han  desarrollado  un mecanismo  de 
defensa  frente  a  la  infección por  virus  basado  en  el  silenciamiento 
génico postranscripcional, que degrada  el RNA viral  impidiendo o 
limitando  su acumulación o  invasión  sistémica. Por  su parte,  como 
estrategia  de  contradefensa,  muchos  virus  de  plantas  expresan 
proteínas  supresoras  que  inhiben  este  silenciamiento  a  distintos 
niveles.  La  mayoría  de  estas  proteínas  coinciden  con  los 
determinantes de patogenicidad del virus y están relacionadas con la 
multiplicación  y  movimiento  del  mismo  dentro  de  la  planta 
(Moissiard y Voinnet,  2004; MacDiarmid,  2005). Con  el objetivo de 
desarrollar un vector viral eficiente y seguro basado en el genoma de 
CLBV,  era  interesante  determinar  la  presencia  de  supresores  del 
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silenciamiento del virus y ensayar su eficiencia en comparación con 
la de  los supresores de otros virus conocidos. Se sabe que  los virus 
con  supresores muy potentes no  son  adecuados para  su uso  como 
vectores  de  silenciamiento  (VIGS)  porque  pueden  interferir  con  el 
mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) de la 























































tres  marcos  de  lectura  abierta  (ORFs).  El  ORF  1  codifica  una 
poliproteína  de  227  kD  que  contiene  los  dominios  funcionales 
característicos de  la  replicasa  viral  que  se  traduce desde  el  gRNA, 
mientras los ORFs 2 y 3 codifican la proteínas de movimiento (MP) y 
cápsida  (CP),  respectivamente, que se  traducen mediante  la síntesis 
de dos sgRNAs 3´ coterminales (Vives et al., 2001, 2002). 
Como  hemos  indicado  anteriormente  la  disponibilidad  de  un 
clon  infeccioso es un paso previo  imprescindible para:  i) desarrollar 
un  vector  viral,  ii)  caracterizar  las  secuencias  implicadas  en  el 
reconocimiento  y  promoción  de  la  síntesis  de  los  sgRNAs,  y  iii) 





N.  benthamiana.  Los  viriones  generados  en  estos  protoplastos  se 
inocularon  mecánicamente  en  cítricos.  Para  reproducir  el  sistema 
genético  desarrollado  para  CTV  era  necesario  obtener  un  clon 
infeccioso  de  cDNA  de  CLBV  y  desarrollar  sistemas  eficientes  de 
inoculación de protoplastos con los transcritos obtenidos del mismo.  


















de  RNA  total  del  aislado  SRA‐153,  se  obtuvieron  tres  fragmentos 
solapantes  (f5´,  fC  y  f3´)  que  abarcaban  el  genoma  del  virus, 
empleando  cebadores  específicos basados en  la  secuencia de CLBV 
del  mismo  aislado  (Vives  et  al.,  2001)  (Tabla  1  en  materiales  y 
métodos)  (Fig.  1B). Los  fragmentos  amplificados  se utilizaron para 
ensamblar el cDNA completo de CLBV en un plásmido pUC bajo el 
promotor T7 de  la RNA polimerasa del  fago  lambda, mediante  tres 
pasos de ligación y transformación utilizando puntos de corte únicos 
presentes en  la  secuencia del genoma  (Fig. 1C). Además,  se añadió 
una cola poli A al extremo 3´ del virus para estabilizar su secuencia y 
un  punto  de  corte  único  (Bam HI)  para  poder  abrir  el  plásmido  y 
obtener  transcritos  del  genoma  completo  del  virus.  A  esta 
construcción  la denominaremos T7‐CLBV. Como  todos  los virus de 
plantas,  los aislados de CLBV contienen una población de variantes 
de secuencia (Vives et al., 2002) que pueden tener distinta eficiencia 
en  la multiplicación o movimiento. Para minimizar  la  influencia de 
este  factor  o  la  debida  a  posibles  errores  durante  la  amplificación 
mediante  RT‐PCR  en  la  eficiencia  del  clon  infeccioso  obtenido,  en 
cada paso de  ligación  se purificaron  10  clones  independientes y  se 



















abierta  (ORFs).  Las  proteínas  que  codifican  los  ORFs  2  (MP,  proteína  de 
movimiento) y 3 (CP, proteína de la cápsida.) y los dominios funcionales del ORF 1  
(MT,  metil‐transferasa;  PRO,  proteasa;  HEL,  helicasa;  RdRp,  RNA  polimerasa 
RNA‐dependiente)  están  indicados  en  la  parte  inferior  de  los  rectángulos;    (B) 





1.2.2.  Desarrollo  de  sistemas  de  inoculación  de  transcritos  en 
protoplastos de N. occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog.  
Tanto  la  obtención  de  protoplastos  como  su  inoculación  con 
transcritos  son  procesos  muy  ineficientes.  No  todos  los  virus  o 
















(Satyanarayana  et al., 1999,  2001), mientras que  el aislado T385 del 
mismo virus no  infecta protoplastos de dicha especie, pero sí  los de 
naranjo dulce Washington navel (C. sinensis (L.) Osb.) (Dra. Albiach‐
Martí,  comunicación  personal).  Los  únicos  huéspedes  naturales  de 
CLBV son los cítricos, pero experimentalmente se ha transmitido a N. 
occidentalis  y  N.  benthamiana.  Por  ello,  decidimos  ensayar 
simultáneamente la inoculación de transcritos en protoplastos de las 
tres especies.  
El  aislamiento de protoplastos  es un proceso  complejo  que  se 
divide en tres etapas:  i) selección del material vegetal de partida,  ii) 
tratamiento  con  enzimas  fúngicas para  eliminar  la pared  celular, y 
iii)  limpieza  y  purificación  de  los  protoplastos  obtenidos.  El 
rendimiento  del  proceso  está  influenciado  por  numerosos  factores 
como  las  condiciones de  cultivo de  las plantas,  el  tipo de material 
vegetal  que  se  emplea,  la  concentración  de  las  enzimas  utilizadas 
para  la  digestión  de  la  pared  celular,  el  tiempo  de  digestión,  etc. 
(Liang et al., 2002; Kanchanaree et al., 2006; Andreu et al., 2009), por 





N.  occidentalis  (Fig.  2)  se partió  del protocolo descrito previamente 
por Navas‐Castillo  (1997)  para  la  obtención  de  protoplastos  de N. 
benthamiana.  El  proceso  consiste  básicamente  en  la  digestión  de 
trozos de hoja durante 12‐18 horas en una solución que contiene  las 
enzimas: celulasa Onozuka 1% y pectinasa macerasa 0.8% en tampón 
MM  0.7%  (manitol  0.7 M, MES  5 mM  [2‐(N‐ácido morfolino  etano 
sulfónico],  pH  5.8),  filtración  a  través  de  una  malla  de  acero  y 






en  la  interfase  entre  el  tampón MM  y  el  colchón  de  sacarosa,  se 
recogen, se  lavan dos veces con  tampón MM 0.7 M y se cuentan en 
una  cámara  cuentaglóbulos  Fusch‐Rosenthal.  A  continuación  se 
resuspenden  en un volumen adecuado de  tampón MM 0.7 M para 
obtener  una  densidad  final  de  0.6‐1x106  protoplastos/ml,  adecuada 
para la transfección. 
Uno  de  los  factores  que  influye  en  el  rendimiento  del 
aislamiento de protoplastos  es  el  estado  fisiológico del material de 
partida.  Para  conocer  cuál  era  el  estado  fisiológico  óptimo  en  las 
plantas de N. occidentalis, se cultivaron plantas de esta especie en una 
cámara de cultivo a una temperatura de 24º C día y 18º C noche, con 
16 horas de  luz  (3500‐4400  luxes). A  las 4, 6 y 8  semanas desde  su 
transplante se recolectaron hojas jóvenes completamente expandidas 
que  se  incubaron  en  la  solución  enzimática  descrita  por  Navas‐
Castillo et al., 1997. La observación al microscopio de  la mezcla de 
digestión  indicó  que  las  hojas  procedentes  de  las  plantas  de  4 
semanas presentaban el mayor número de protoplastos liberados. 
Otro  factor  crítico  en  el  aislamiento  de  protoplastos  es  la 
concentración de  las enzimas empleadas en  la solución de digestión 
y  el  tiempo  de  incubación  en  la  misma.  Para  realizar  este 
experimento se partió de una mezcla de hojas que se dividió en cinco 











La  observación  al  microscopio  de  las  distintas  mezclas  de 
digestión mostró  que  las  soluciones  enzimáticas C  y D  fueron  las 
únicas que daban lugar a protoplastos liberados, siendo la solución D 
la que proporcionaba un número mayor de protoplastos.  
El  siguiente  parámetro  que  se  estudió  fue  el  tiempo  de 
incubación  en  la  solución  enzimática.  Para  ello  se  incubaron  dos 









liberados,  siendo  éstos más  estables  si  la  solución  es  ligeramente 
hipertónica.  En  un  primer  ensayo  se  probaron  concentraciones 
decrecientes  de manitol  (0.7,  0.6,  0.5  y  0.4 M)  en  tampón MM.  La 
observación al microscopio no mostró diferencias significativas entre 
las  concentraciones  de  0.5  y  0.4  M  de  manitol.  Sin  embargo  las 
concentraciones  de  0.7  y  0.6 M  provocaron  la  rotura  de  todos  los 
protoplastos liberados. 
En un segundo experimento, además de  las concentraciones de 
manitol  de  0.4  y  0.5 M  se  ensayó  una  intermedia  de  0.45 M.  En 
paralelo se prepararon las mismas soluciones aunque suplementadas 
con CaCl2 10 mM, ya que se ha descrito que el calcio  incrementa  la 
estabilidad  de  las  membranas.  El  rendimiento  (número  de 
protoplastos obtenido por gramo de  tejido)  se  calculó haciendo un 
recuento  de  protoplastos  viables  en  la  cámara  cuentaglóbulos.  Los 
rendimientos obtenidos oscilaron entre 0.48‐0.52x106, 0.32‐0.38x106 y 
0.19‐0.25x106  protoplastos/g  tejido  usando  0.45,  0.5  y  0.4  M  de 
manitol,  respectivamente.  El  aporte  de  CaCl2  no  aumentó  el 
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rendimiento  final,  aunque  los  protoplastos  aislados mostraron  un 
aspecto más compacto. 
Con  el  objetivo  de  aumentar  el  rendimiento,  se  ensayó  la 
agitación  de  los  matraces  durante  la  incubación  en  la  mezcla  de 
digestión,  buscando  un  equilibrio  entre  el  posible  daño  producido 
por la agitación y la mayor liberación de protoplastos que ésta podría 
proporcionar. El número de protoplastos liberados con agitación fue 
significativamente  inferior  al  obtenido  sin  agitación,  ya  que  la 
agitación  favoreció  la  rotura  de  los  mismos.  Para  aumentar  el 
rendimiento también se ensayó la aplicación de vacío a la mezcla de 
digestión durante 10 min antes de  la  incubación, sin embargo no se 


















Una  vez  puesta  a  punto  la  digestión  del material  vegetal  se 
procedió  a  optimizar  la  purificación  de  los  protoplastos. Una  vez 
establecida  la  concentración  adecuada  de  manitol  (0.45  M)  en  la 
solución de digestión, esta misma  concentración  se utilizó en  todas 
las soluciones empleadas en el proceso de purificación y transfección. 
Como los protoplastos de N. occidentalis son más frágiles que los 
de  N.  benthamiana,  para  aumentar  el  rendimiento  se  ensayaron 
tiempos  más  cortos  de  centrifugación  y  fuerzas  centrífugas  más 
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bajas.  Las  condiciones  óptimas  se  consiguieron  centrifugando  los 
protoplastos a 100g durante 7 min. 
Por último, se ensayó  la concentración adecuada del colchón de 
sacarosa.  Para  ello,  se  probaron  dos  concentraciones:  0.47  y  0.5 M 
obteniéndose  rendimientos  de  0.64‐0.68x106  y  0.5‐0.54x106 

















de  N.  benthamiana  (Fig.  3)  se  partió  del  descrito  previamente  por 
Navas‐Castillo  (1997).  Los  experimentos  que  se  plantearon  fueron 
similares  a  los  descritos  para  la  obtención  de  protoplastos  de  N. 
occidentalis. 
Las  plantas  se  incubaron  en  una  cámara  de  cultivo  en 




















liberados, mientras que con  la mezcla A  la digestión de  la hoja  fue 
casi  completa  observándose  un  número  de  protoplastos  liberados 
significativamente superior.  
El  segundo  ensayo  realizado  fue  la  modificación  de  la 
concentración  de  manitol  en  la  solución  enzimática.  Las 
concentraciones probadas  fueron de 0.7, 0.6 y 0.5 M añadiéndose a 
todas  ellas CaCl2  10 mM.  El mayor  rendimiento  se  obtuvo  con  las 
soluciones  que  contenían manitol  0.7 M  (0.6‐0.8x106  protoplastos/g 
tejido) y 0.6 M (1.0‐1.4x106 protoplastos/g tejido). 
Al  igual  que  sucedió  en  el  aislamiento  de  protoplastos  de N. 
occidentalis,  la  aplicación  de  vacío  antes  de  la  incubación  o  la 
agitación  suave  de  los matraces  durante  la misma  no  aumentó  el 





























Finalmente,  las modificaciones  realizadas  en  la  concentración 
del  colchón  de  sacarosa  empleado  en  la  etapa  de  purificación  de 
protoplastos, no mejoraron el rendimiento respecto a  la utilizada en 
el protocolo original.  
En  general,  los  rendimientos  obtenidos  en  el  aislamiento  de 
protoplastos a partir del mesófilo de N. benthamiana oscilaron entre 
1.0‐1.4x106 protoplastos/g  tejido,   superiores a  los obtenidos a partir 




















De  la misma manera,  se digieren  las hojas  troceadas durante 15‐17 




protoplastos  liberados  se  recogen  y  se  resuspenden  en  tampón 
MCPW (manitol 0.7 M, KH2PO4 0.02 M, KNO3 0.1M, MgSO4∙7H2O 0.1 
M,  KI  0.1 mM,  CuSO4∙5H2O  0.1μM,    CaCl2  0.1M, MES  6.25 mM) 
colocándose sobre un colchón de sacarosa 0.5 M. La banda formada 
por los protoplastos en la interfase de las dos soluciones se recoge y 
se  somete  a  dos  lavados  consecutivos  con  tampón  MCPW. 
Finalmente,  los  protoplastos  se  cuentan  y  se  resuspenden  en  un 
volumen  de  MCPW  adecuado  para  dejarlos  a  la  concentración 
necesaria para la transfección de los mismos. 
Para conocer cual era el material idóneo se cultivaron plantas de 
cidro  Etrog  en  una  cámara  a  24º  C  día  y  18º  C  noche  con  una 
intensidad lumínica de 7000‐8000 luxes y 16 h de luz. Se recolectaron 
hojas  jóvenes  en  crecimiento  y  hojas  jóvenes  completamente 
expandidas  que  se  incubaron  en  la mezcla  enzimática  descrita. En 
todos  los  ensayos  realizados,  la observación  al microscopio mostró 
un mayor  número  de  protoplastos  liberados  en  las  digestiones  de 
hojas en crecimiento que en las hojas completamente expandidas.   















digestiones  con  la  soluciones A  y C,  aunque  presentaban  un  gran 
número de protoplastos liberados, la mayoría de ellos estaban rotos, 
posiblemente debido a una excesiva digestión del material vegetal. 
Para  ensayar  el  efecto  del  manitol  en  la  estabilidad  de  los 
protoplastos se ensayaron tres concentraciones 0.7, 0.6 y 0.5 M en la 
solución  enzimática  y  se  comparó  con  el  medio  complejo  BH3 
(manitol y sacarosa suplementado con sales y vitaminas) descrito por 




los  protoplastos  liberados,  sin  embargo  el  rendimiento  fue mayor 
utilizando  la  solución  BH3  (8.3‐8.75x106  protoplastos/g  tejido)  que 












































Para  determinar  si  CLBV  era  capaz  de  multiplicar  en 
protoplastos,  se  obtuvo  un  extracto  semipurificado  de  viriones 
(Galipienso  et  al.,  2001)  que  se  inoculó  en  protoplastos  de  N. 
benthamiana, N.  occidentalis y  cidro Etrog. La  transfección  se  realizó 
empleando  polietilenglicol  (PEG)  8000  al  30%  (Cassells  y  Barlass, 



















cidro,  N.  occidentalis  y  N.  benthamiana,  respectivamente.  Los 
protoplastos  transfectados  se  incubaron  durante  cinco  días  en 
oscuridad a una  temperatura de 28ºC. A  los días 1, 2, 3, 4 y 5 post‐
transfección (dpt) se recolectaron los protoplastos y se extrajo el RNA 
total  de  los  mismos.  La  replicación  viral  se  detectó  mediante 
hibridación tipo northern blot utilizando una ribosonda de polaridad 
negativa  de  CLBV  complementaria  a  la  región  de  la  cápsida  
localizada entre los nucleótidos 7685 y 8044 del gRNA.  
Los  viriones  de  CLBV  replicaron  en  protoplastos  de  las  tres 
especies  empleadas,  tanto  en  cidro,  que  es  un  huésped  natural  de 
CLBV,  como  en  las  dos  especies  de Nicotiana,  que  son  huéspedes 
experimentales.  Además,  el  análisis  northern  blot  también mostró 

















protoplastos de cidro  (1), N. occidentalis  (2), y N. benthmiana  (3)  transfectados con 
viriones semipurificados de CLBV. C+, dsRNA de plantas infectadas con CLBV. La 
membrana  se  hibridó  con  una  ribosonda  de  polaridad  negativa  marcada  con 










realizó  la  transcripción  in  vitro  de  10  clones  independientes  de  la 








partir  de  dos  clones  independientes  (1  y  2)  de  la  construcción  T7‐CLBV.  M, 
marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). 
La  concentración  de  RNA  obtenida  en  las  diferentes 
transcripciones se cuantificó en un espectrofotómetro  (NanodropTM) 
y  se utilizaron  10  μg de  cada una de  ellas para  la  transfección de 











menor que  la detectada  en protoplastos  transfectados  con viriones. 
















Figura  7.  Hibridación  northern  blot  del  RNA  total  extraído  a  los  5  dpt  de 
protoplastos de cidro  (1), N. occidentalis  (2), y N. benthmiana  (3)  transfectados con 







Con  el objetivo de determinar  si  los  transcritos de CLBV  eran 
infecciosos en plantas, se realizó  la transcripción  in vitro de 4 clones 
independientes  de  la  construcción  T7‐CLBV  en  presencia  de 
estructura  CAP.  Estos  transcritos  se  inocularon mecánicamente  en 
hojas de 4 plantas de N. benthamiana previamente espolvoreadas con 
carborundo, utilizado como agente abrasivo, y en 4 plantas de cidro 
Etrog mediante  25  cortes  en  la  corteza  del  tallo  con  una  cuchilla 







realizaron  en  presencia  o  ausencia  de  LipofectinaR  (Invitrogen), 
detergente catiónico que aumenta  la eficiencia de  la  inoculación. La 
presencia del virus se estudió mediante extracción del RNA total de 
las hojas superiores a los 7, 14, 21, 30, 60 y 90 días de la inoculación y 
amplificación  mediante  RT‐PCR  utilizando  iniciadores  específicos 









expresión  génica  de  sus  proteínas  o  la  identificación  de  los 
determinantes  de  patogenicidad  virales  (Boyer  y  Haenni  1994; 
Nagyová y Subr, 2007). El desarrollo de un  sistema genético  eficaz 
para manipular CLBV  es más  complicado  que para  otros  virus de 
plantas hortícolas debido a factores como: i) el bajo título que alcanza 








de  su  inoculación  en  plantas  de  cítricos.  De  todos  los  sistemas 
ensayados  de  inoculación  de  este  clon  infeccioso  en  cítricos 
(agroinoculación,  inoculación  directa  de  transcritos  de  RNA  en 




seguida  de  una  amplificación  de  los  viriones  generados  en  éstos 
mediante  sucesivos  pases  a  nuevos  protoplastos,  y  finalmente, 





RNA  del  genoma  completo  del  virus  en  protoplastos  de  N. 
benthamiana,  N.  occidentalis  y  cidro  Etrog.  El  aislamiento  de 
protoplastos  de  hojas  de  dichas  especies  se  había  descrito 
anteriormente (Grosser y Chandler, 1987; Navas‐Castillo et al., 1997; 




et  al.,  2009). El primer  factor  es  el  estado  fisiológico  y  la  edad del 
material  vegetal  de  partida.  El  mayor  rendimiento  (número  de 
protoplastos aislados/g de  tejido  inicial) en cidro se obtuvo a partir 
de hojas  jóvenes en crecimiento y en N. occidentalis y N. benthamiana 
se  obtuvo  con  hojas  completamente  expandidas  de  plantas  con 
edades máximas de 4 y 3 semanas, respectivamente. El rendimiento 
obtenido  a  partir  de  hojas  de  plantas  de  tabaco  más  adultas  fue 
mucho menor debido a que se acumula más  lignina en  las paredes 
celulares  dificultando  su  digestión.  Idénticos  resultados  se 
observaron al aislar protoplastos de Allium ampeloprasum  (Buiteveld 
y Creemers‐Molenaar,  1994), Medicago  Sativa  (Levee  et  al.,  2005)  y 
Sesbania  bispinosa  (Zhao  et  al.,  1995).  El  segundo  factor  es  la 
combinación entre la concentración y el tiempo de incubación de las 
hojas  con  la  mezcla  enzimática.  Las  concentraciones  enzimáticas 
óptimas  fueron  de:  i)  celulasa  0.7%  y  macerasa  0.5%,  para  N. 
occidentalis, ii) celulasa 1% y macerasa 0.8% para N. benthamiana, y iii) 
celulasa  0.85%, macerasa  0.85%,  y  pectoliasa  0.16%  para  cidro.  El 
tiempo de  incubación  fue de  14h para  las  dos  especies del  género 
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Nicotiana  y  de  15‐17  h  para  cidro.  El  uso  de  concentraciones 
enzimáticas  más  elevadas  causó  toxicidad  y  rotura  de  los 
protoplastos, mientras que utilizando  concentraciones más bajas  se 
obtuvieron  digestiones  incompletas.  Cada  especie  vegetal  necesita 
una  combinación diferente de enzimas y de  tiempos de  incubación 
necesaria  para  optimizar  el  rendimiento  de  obtención  de 
protoplastos.  Por  ejemplo,  para  obtener  protoplastos  de  arroz  las 
hojas  se  incuban durante 4 h en  la mezcla enzimática que  contiene 
celulasa  1%  y  funcelasa  1%  (Toyama,  1989)  y  para  obtener 
protoplastos  de  ciruelo  hay  que  incubar  las  plantas  en  oscuridad 
durante 7 días antes de la digestión y ésta se realiza con celulasa 1%, 
pectoliasa  0.1%  y  macerozima  0.5%  (Andreu  et  al.,  2009),  lo  que 
confirma que  las  condiciones deben  ser puestas  a punto para  cada 
sistema. Por último,  el  tercer  factor determinante  es  el  efecto de  la 
concentración  de  manitol,  ya  que  éste  proporciona  el  potencial 
osmótico adecuado para la supervivencia de los protoplastos (Maeda 
y  Hagiwara,  1974;  Ohshima  y  Toyama,  1989).  La  concentración 
óptima  de  manitol  para  la  extracción  de  protoplastos  de  N. 
occidentalis  se  estableció  en  0.45 M  una  concentración  similar  a  la 
utilizada por Satoh (2000), 0.6 M para protoplastos de N. benthamiana 
y  0.7 M  para  los  de  cidro.  En  el  caso  de  los  cidros,  los  mejores 
rendimientos se obtuvieron utilizando BH3 como solución osmótica, 
confirmando  los  resultados  obtenidos  previamente  por  Grosser  y 
Gmitter (1990). Las condiciones de obtención de protoplastos puestas 
a  punto  en  esta  tesis  diferían  de  las  descritas  en  los  protocolos 




CLBV replicó en protoplastos de  las  tres especies  transfectadas 
con  viriones  purificados  a  partir  de  material  vegetal  infectado 




N.  benthamiana,  a  pesar  de  no  ser  un  huésped  natural  del  virus. 
Idénticos  resultados  se observaron al  transfectar protoplastos de N. 
benthamiana y naranjo dulce Washington Navel con viriones de CTV, 
donde  la  mayor  tasa  de  replicación  viral  se  observó  en  los 
protoplastos de tabaco (Navas‐Castillo et al., 1997). El mayor nivel de 
replicación de CLBV observado en los protoplastos de N. benthamiana 






et  al.,  2004). El  virus  se detectó  a  los  4 dpt, un periodo  cercano  al 
límite  de  supervivencia  de  los  protoplastos.  Este  periodo  de 
incubación es superior al necesario cuando se  inoculan protoplastos 
con  otros  virus  como  CTV  (Navas‐Castillo,  1997),  el  virus  del 
moteado amarillo del arroz (RYMV) (Brugidou et al., 1995), el virus 
del amarilleo de  las cucurbitáceas (Cucurbit aphid‐borne yellows virus, 
CABYV)  (Prüfer et al., 1995), el virus del amarilleo  infeccioso de  la 
lechuga (Lettuce infectious yellows virus, LIYV) (Klassen et al., 1996), el 
virus  del  rizado  moteado  de  la  alcachofa  (Artichoke  mottle  crinkle 
virus, AMCV) (Tavazza et al., 1994) y el virus de los anillos cloróticos 
del  hibiscus  (hibiscus  chlorotic  ringspot  virus, HCRSV)  (Liang  et  al., 
2002), donde la infección viral se detecta a los 2 dpt. Esto puede ser 
debido  a  que  CLBV  tenga  una  tasa  de multiplicación menor  que 
otros virus de plantas o a que el método de transfección empleado en 
este  trabajo  sea  menos  eficiente.  Aunque  no  son  métodos 
comparables, en plantas de N. benthamiana agroinfiltradas con clones 






viral  se  detecta  a  tiempos más  tempranos  (Martinez‐Priego  et  al., 
2008).  
En  los  protoplastos  de  N.  benthamiana  transfectados  con 
transcritos  a  los  que  se  les  había  añadido  la  estructura  CAP,  se 
detectó replicación viral a los 5 dpt mientras que nunca se detectó en 
inoculaciones  con  transcritos  sin  esta  estructura.  Este  resultado 
sugiere  que  la  estructura  CAP  contribuye  a  la  infectividad 
aumentando  la  traducción  inicial  del  transcrito  (Shih  et  al.,  1976; 
Contreras  et  al.,  1982),  y/o  aumentando  su  estabilidad  al  limitar  la 
degradación mediada por  las nucleasas del hospedador (Furuichi et 
al.,  1977;  Shimotohno  et  al.,  1977; Green  et  al.,  1983). De  la misma 
manera, en CTV y LIYV  sólo  los  transcritos virales a  los que  se  les 
añadió una estructura CAP resultaron  infecciosos (Satyanarayana et 
al., 1999; Klaassen et al., 1996), mientras que en el caso de RYMV y 
AMCV,  ambos  tipos  de  transcritos  (con  y  sin  CAP),  resultaron 
infecciosos (Tavazza et al., 1994; Brugidou et al., 1995).  
La  acumulación  detectada  a  los  5  dpt  en  protoplastos 
transfectados  con viriones de CLBV  fue  superior  a  la  observada  al 
emplear  transcritos.  Esta  diferencia  de  acumulación  también  se 
observó con CTV, donde la multiplicación viral se detectó a los 2 dpt 
al  inocular  viriones  y  a  los  3  dpt  al  inocular  transcritos 
(Satyanarayana et al., 1999), pero no con la mayoría de virus, que se 
acumulan  de  forma  similar  en  protoplastos  transfectados  con 
viriones  o  transcritos  (Tavazza  et  al.,  1994;  Brugidou  et  al.,  1995; 
Klassen et al., 1996).  
Los  aislados de CLBV,  al  igual que otros virus de genoma de 
RNA, están compuestos por una población de variantes de secuencia. 
El  hecho  de  que  los  10  clones  ensayados  fuesen  infecciosos  en 
protoplastos  de  N.  benthamiana  y  multiplicasen  de  forma  similar, 
sugiere que no debe haber grandes diferencias de infectividad entre 
las distintas variantes de secuencia del aislado SRA 153, a partir del 
cual  se  obtuvo  el  clon  de  cDNA.  En  estudios  previos  donde  se 
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previos  de  inocular  cítricos  con  transcritos  o  RNA  purificados  de 
viriones  de  CTV  utilizando  distintos  aditivos  o  procedimientos 
tampoco tuvieron éxito (Satyarayana et al., 1999, 2001). 
Los resultados obtenidos sugieren que, aunque  los clones de  la 
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modificar  su  genoma  introduciendo  puntos  de  corte  únicos  que 
permitan  insertar  los  genes  cuya  función  se  desea  determinar.  La 
secuencia del gen a estudiar  se puede  introducir en distintas zonas 
del genoma del virus, sin embargo se ha observado que se obtienen 
niveles más  altos de  expresión  si  el gen  a  ensayar  se  clona bajo  el 
promotor de un sgRNA que si se clona en otras regiones del genoma 
viral (Liu et al., 2002; Ratcliff et al., 2001). Para clonar una secuencia 
bajo  el  promotor  de  un  sgRNA  se  pueden  emplear  diversas 
estrategias, pero la más utilizada consiste en la duplicación de dicho 
promotor  en  una  región  no  codificante  del  genoma  viral,  lo  que 
permite  transcribir  genes  o  fragmentos  de  genes  induciendo  la 
formación de un nuevo sgRNA. Además, se sabe que el tamaño de la 
secuencia que se  inserta en el genoma del virus puede  influir en  la 
replicación y/o movimiento del mismo. Por todo ello, es  importante 
localizar  y  caracterizar  la  secuencia  mínima  implicada  en  el 
reconocimiento y promoción de la síntesis de los sgRNAs de CLBV, 
para  obtener  un  vector  viral  eficiente  que  nos  permita  silenciar  o 
expresar  genes  foráneos  mediante  la  duplicación  de  uno  de  los 
promotores de los sgRNAs del virus. 
La  localización  y  caracterización  de  los  posibles  elementos 
involucrados  en  la  síntesis  de  los  sgRNAs  requiere  introducir 
supresiones de nucleótidos y mutaciones en la región del genoma del 
virus  que  se  quiere  estudiar.  En  la mayoría  de  virus  de RNA,  los 
elementos  de  secuencia  que  regulan  la  expresión  de  los  sgRNAs 
normalmente  están  localizados  antes del  inicio de  transcripción de 
los mismos  (Miller y Koev, 2000). En CLBV, el extremo 5´  terminal 






al.,  2002). Por  ello,  es posible  que  la  secuencia promotora del MP‐
sgRNA  esté  localizada  dentro  de  los  dominios  funcionales  de  la 
polimerasa  del  virus  (nt  5066‐5752  del  gRNA),  por  lo  que  las 
supresiones en dicha región podrían impedir la replicación del virus. 
Sin embargo, el extremo 5´ del sgRNA de la proteína de cápsida (CP‐
sgRNA)  de  CLBV  se  localizó  en  la  posición  nucleotídica  6831  del 
gRNA,  dentro  del  ORF  que  codifica  la  MP  (Vives  et  al.,  2002), 
proteína que no debe ser imprescindible para la replicación del virus. 
Por  dicho  motivo  y  porque  el  CP‐sgRNA  se  acumula  en  mayor 
proporción  que  el MP‐sgRNA,  decidimos mapear  el  promotor  del 
primero en su contexto natural. 
Hasta la fecha, todos los estudios realizados para caracterizar in 
vivo  las  secuencias  implicadas  en  la  promoción  de  los  sgRNAs  de 
virus  de  plantas,  se  han  realizado  mediante  la  inoculación  de 
transcritos del virus  en protoplastos  (Gowda  et  al.,  2001; Ayllón  et 
al.,    2003,  2004;  Sivakumaran  et  al.,  2004;  Li  y Wong,  2006).  Sin 
embargo, como se ha visto en el capítulo anterior, en protoplastos de 
N.  occidentalis,  N.  benthamiana  y  cidro  Etrog  transfectados  con 
viriones  o  con  transcritos  infecciosos  de  CLBV  generados  in  vitro, 
sólo  se  detectaron  pequeñas  cantidades  de  RNA  viral  (gRNA  y 
sgRNAs), por lo que es imposible utilizar este sistema genético para 
caracterizar el promotor del CP‐sgRNA. 













2.2.1.  Desarrollo  de  un  sistema  genético  basado  en  la 
agroinoculación de hojas de N. benthamiana con un clon de cDNA 
de CLBV. 
Los  promotores  de  los  sgRNAs  de  los  virus  con  genoma  de 
polaridad positiva están  localizados en  la cadena negativa del RNA 





completo  de  CLBV  bajo  el  control  del  promotor  35S  de  virus  del 
mosaico de la coliflor (CaMV) (IC‐CLBV). En hojas de N. benthamiana 
agroinoculadas  con  dicho  clon  se  observó  una  buena  acumulación 
tanto  del  gRNA  como  de  los  dos  sgRNAs  del  virus  (Vives  et  al., 
2008).  Ello  nos  hizo  pensar  que  la  inoculación  de  construcciones 
derivadas de IC‐CLBV con supresiones o mutaciones en el gen  de la 
MP podrían  inducir  la  formación de viriones defectivos  capaces de 
multiplicarse en  las  células agroinoculadas,  independientemente de 
que  el virus  fuera  capaz o no de moverse  célula a  célula o a  larga 
distancia. Para ensayar esta hipótesis se sintetizó el mutante M1, en 
el que se  introdujo un codón de parada en el aminoácido 118 de  la 
MP mediante  la  sustitución  en  el  clon  IC‐CLBV de  los nucleótidos 
GAA,  localizados en  la posición 6313‐6315 nt del genoma viral, por 
TGA. Para  estudiar  si  el mutante M1  era  capaz de multiplicarse  y 






Para hacer un  seguimiento  temporal de  la  cinética de  acumulación 
del virus en las hojas agroinoculadas con el mutante M1 y con el clon 
IC‐CLBV, se extrajo el RNA total de la zona agroinoculada a los 5, 7, 
9,  12  y  19  días  postinoculación  (dpi)  y  se  analizó  mediante 
hibridación  northern  blot  empleando  ribosondas  de  las  cadenas 
positiva y negativa del ORF de la cápsida. La ribosonda de polaridad 
negativa  hibridó  tanto  con  el  gRNA  como  con  los  dos  sgRNAs  3´ 




bandas  correspondientes  al  gRNA  y  los  sgRNAs,  también  se 
observaron bandas adicionales de tamaño inferior al CP‐sgRNA que 
no se observaban en extractos idénticos de RNA de planta sana. Sin 
embargo,  estas bandas no  aparecían  en  todas  las  extracciones y  su 
intensidad variaba incluso entre diferentes extracciones de la misma 
planta,  por  lo  que  se  consideró  que  debían  ser  productos  de 
degradación. El análisis mediante northern blot mostró que a 5 dpi la 
acumulación  del  gRNA  y  de  los  sgRNAs  fue  similar  en  las  hojas 
agroinoculadas  con  el  clon  IC‐CLBV  y  en  las  inoculadas  con  el 
mutante M1. Sin embargo, a tiempos más largos la acumulación fue 
mayor  en  las  hojas  inoculadas  con  el  clon  IC‐CLBV  (Fig.  1).  Estos 
resultados  sugieren  que  el  mutante M1  sólo  se  multiplica  en  las 
células  agroinoculadas mientras  que  el  clon  IC‐CLBV,  además  de 
multiplicarse  en  las  células  agroinoculadas,  es  capaz de moverse y 
multiplicarse en las células adyacentes. Por otro lado,  los resultados 
obtenidos indican que los mutantes defectivos en el movimiento viral 
son  capaces  de  replicarse  en  células  agroinoculadas,  detectándose 
tanto el gRNA como ambos sgRNAs a un nivel aceptable mediante 




















Figura  1.  Dinámica  de  acumulación  de  CLBV  en  hojas  de  N.benthamiana.  (A) 
Representación  esquemática  del  RNA  genómico  (gRNA)  y  de  los  RNAs 





híbrido  con  una  ribosonda  de  polaridad  negativa  de  la  cápsida  marcada  con 
digoxigenina. Las  flechas  indican  las  posiciones del  gRNA  y de  los  sgRNAs de 
CLBV.  
 
Para  estudiar  si  el mutante M1  era  capaz  de moverse  a  larga 
distancia, a  los 30 dpi se analizó  la presencia de CLBV en  las hojas 
nuevas  no  agroinfiltradas mediante  RT‐PCR  utilizando  iniciadores 
específicos  e  hibridación  northern  blot  con  la  ribosonda  de  la 




5 dpi 7 dpi 9 dpi 12 dpi 19 dpi
















virus  se había  sugerido previamente al  inferir  su  función mediante 
comparación  de  la  secuencia  aminoacídica  con  proteínas  de 
movimiento de otros virus disponibles en la base de datos y localizar 
los  dominios  característicos  de  las  proteínas  de movimiento  de  la 







En  el  RNA  genómico  de  CLBV,  los  ORFs  que  codifican  las 
proteínas MP  y CP  están  organizados  en  tandem  y  separados  por 
una UTR de 64 nt  (Vives et al., 2001). El  inicio de  transcripción del 
CP‐sgRNA  se localizó en la posición 6831 del genoma del virus, 284 
nt antes del codón de inicio de la CP (nt 7115) y dentro del marco de 
lectura  de  la MP,  220  nt  antes  del  codón  de  parada  de  este ORF 
(Vives et al., 2002). Para delimitar la secuencia mínima promotora del 
CP‐sgRNA por  el  extremo  5´  se  realizaron  supresiones progresivas 
en  el  clon  IC‐CLBV  desde  la  posición  ‐520  hacia  el  inicio  de 
transcripción de dicho sgRNA. Los mutantes generados presentaban 
delecciones  que  se  extendían  desde  el  nucleótido  ‐520  hasta  los 
nucleótidos ‐202 (mutante M2), ‐112 (mutante M3), ‐67 (mutante M4), 
‐22 (mutante M5) y +1 (mutante M6), respectivamente (Fig. 2A). Para 








RNA  total  a  partir  de  la  mezcla  de  hojas  inoculadas  con  cada 
construcción.  En  el  análisis  del  RNA  total  mediante  hibridación 




utilizando mayor  cantidad de RNA  total para  el  análisis mediante 




del  CP‐sgRNA  respecto  al  gRNA  o  MP‐sgRNA  en  las  hojas 
agroinoculadas con los mutantes M2, M3 y M4 era menor que en las 
hojas agroinoculadas con el mutante M1 o con el clon IC‐CLBV (Fig. 
2B).  La  disminución  en  la  acumulación  del  CP‐sgRNA  en  estos 
mutantes  podría  ser  debida  a  la  presencia  de  una  secuencia 
potenciadora  de  la  actividad  promotora  del  CP‐sgRNA  entre  las 
posiciones  ‐520 y  ‐202 o a que  las supresiones realizadas dentro del 




al  extremo 5´ del mutante M4, que  teóricamente  contiene  la  región 





























Figura  2.  Mapeo  del  extremo  5´  del  promotor  del  CP‐sgRNA  de  CLBV.  A) 




de  la CP  (posición 7115 del gRNA) está  representado por una  flecha blanca. Los 
rectángulos de colores representan regiones codificantes del gRNA. El rectángulo 
negro indica la región intergénica. Las líneas punteadas representan las secuencias 
suprimidas  en  cada  mutante.  Los  números  en  paréntesis  indican  la  posición 
nucleotídica desde  el  inicio de  trascripción del CP‐sgRNA.  (B) Análisis northern 
blot del RNA  total de hojas de N. benthamiana agroinoculadas con  IC‐CLBV y  los 

























Por  otra  parte,  la  acumulación  del  gRNA  en  las  hojas 
agroinoculadas con los mutantes M2 a M7 fue menor que en las hojas 
agroinoculadas  con  el  mutante M1  (Fig.  2B).  El  hecho  de  que  la 
acumulación del CP‐sgRNA fuera muy baja en los mutantes M2, M3, 
M4 y M7 y nula en  los mutantes M5 y M6, nos hizo pensar que  la 




de  los nucleótidos AAA por TGA,  localizados  en  la posición  7118‐
7120 del genoma del virus. Esta construcción se agroinfiltró en hojas 
de N. benthamiana utilizando como control positivo el clon IC‐CLBV. 
Para  realizar  un  seguimiento  temporal  de  la  acumulación  de  los 
viriones generados por el mutante M8, se extrajo el RNA total de las 
hojas agroinfiltradas  a  los 5, 7,  9, 12 y 19 dpi. El análisis mediante 
hibridación  northern  blot  mostró  un  ligero  incremento  en  la 
acumulación del gRNA y de  los sgRNAs hasta 9 dpi, para  luego  ir 
disminuyendo progresivamente a tiempos más largos (Fig. 3). En las 
muestras  recolectadas  a  19  dpi  o  a  tiempos mayores,  no  se  pudo 























Figura  3. Hibridación northern blot del RNA  total de plantas de N.  benthamiana 






transcripción  forman  parte  del  promotor  del  CP‐sgRNA,  se 
sintetizaron  cuatro mutantes  con  supresiones progresivamente más 
largas desde el nucleótido +284 (codón de inicio de traducción de la 
CP) (Vives et al., 2002) hacia el inicio de transcripción del CP‐sgRNA. 
Los mutantes  generados  presentaban  delecciones  que  se  extendían 
desde  el  nucleótido  +284  hasta  los  nucleótidos  +169  (mutante M9), 
+113  (mutante  M10),  +50  (mutante  M11)  y  +8  (mutante  M12), 
respectivamente (Fig. 4A). Estos mutantes se agroinocularon en hojas 
de N.  benthamiana  utilizando  como  controles  el  clon  IC‐CLBV  y  el 
mutante M1. Para cada construcción se agroinocularon 3 hojas de 3 
plantas y se realizaron 3 ensayos independientes. Para cada mutante, 
a  los  12 dpi  se  recolectó  la  región  agroinfiltrada de  todas  las hojas 
inoculadas y se extrajo el RNA total. El análisis mediante hibridación 
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sorprendentemente,  en  los mutantes M10  y M11,  que  presentaban 
supresiones más grandes, se produjo un aumento en la acumulación 
del  CP‐sgRNA  respecto  al mutante M1  (Fig.  4B).  Estos  resultados 
sugieren  que  el  extremo  3´  del  promotor  del  CP‐sgRNA  está 
localizado  entre  los  nucleótidos  +50  y  +8  por  detrás  del  inicio  de 














































Figura  4.  Mapeo  del  extremo  3´  del  promotor  del  CP‐sgRNA  de  CLBV.  (A) 
Representación esquemática de  los mutantes  (M9‐M12) que  incluyen supresiones 
progresivas desde la posición +284 hacia el inicio de transcripción del CP‐sgRNA. 
El  inicio de  transcripción  (posición 6831del gRNA) está  representado por  flechas 
negras unidas entre sí por una línea discontinua. El codón de inicio de traducción 
de  la CP  (posición 7115 del gRNA) está  representado por una  flecha blanca. Los 
rectángulos de colores representan regiones codificantes del gRNA. El rectángulo 
negro indica la región intergénica. Las líneas punteadas representan las secuencias 
suprimidas  de  cada  mutante.  Los  números  en  paréntesis  indican  la  posición 
nucleotídica  desde  el  inicio  de  trascripción  del  CP‐sgRNA.  (B)  Hibridación 

























constante  (‐67)  e  idéntico  al mutante M4  y  diferentes  extremos  3´, 
+169, +113, +50 y +8, respectivamente (Fig. 5A). El análisis mediante 
hibridación northern blot del RNA total extraído a  los 12 dpi de  las 












































































Para  investigar  la  posible  implicación  de  una  estructura 
secundaria  del  RNA  en  el  reconocimiento  del  promotor  por  la 
polimerasa  viral  para  la  síntesis  del  CP‐sgRNA,  se  analizó  la 
estructura  secundaria  de  mínima  energía  predecible  para  la 
secuencia de 117 nt  (‐67 a +50) del promotor mínimo y  las regiones 
flanqueantes  del  mismo,  utilizando  el  programa  MFOLD  (Zuker, 
2003). Como  hemos  indicado  anteriormente,  los promotores de  los 
sgRNAs  en  los  virus  de  cadena  positiva  están  localizados  en  la 
cadena  negativa  del  RNA  genómico,  por  lo  tanto  se  analizó  esta 
secuencia. El análisis de las distintas regiones genómicas no permitió 
identificar  ninguna  estructura  secundaria  conservada  que  pudiera 
ser reconocida por la polimerasa del virus para inducir la síntesis del 
CP‐sgRNA. De  igual  forma,  el  análisis  de  las  posibles  estructuras 
secundarias de mínima energía de  las  regiones adyacentes al  inicio 
de  transcripción  del  CP‐sgRNA  y  del  MP‐sgRNA,  no  reveló  la 
presencia  de  ningún  elemento  conservado  en  ambas  regiones  del 
genoma que permitiese  explicar  el  reconocimiento y promoción de 
los sgRNAs por parte de la polimerasa del virus. 
 
2.2.3.  Efecto  de  la modificación  del  inicio  de  transcripción  en  la 
síntesis del sgRNA de la cápsida.  
En  la  secuencia  de  CLBV,  el  hexanucleótido  GAAAAG  está 
presente  en  el  extremo  5´  del  gRNA  y  de  los  dos  sgRNAs  3´ 
coterminales  del  virus  (Vives  et  al.,  2001;  2002).  Para  estudiar  la 
importancia  de  esta  secuencia  en  la  síntesis  del  CP‐sgRNA,  se 









de  estos  mutantes  se  estudió  mediante  agroinoculación  de  los 
mismos  en  hojas  de  N.  benthamiana.  Como  controles  positivos  se 
agroinocularon  hojas  de N.  benthamiana  con  el  con  IC‐CLBV  y  los 
mutantes M1 y M8. Se realizaron 4 ensayos independientes y el RNA 
total  extraído  a  los  12  dpi  de  las  hojas  agroinfiltradas  se  analizó 
mediante  hibridación  northern  blot.  Este  análisis  mostró  una 
disminución drástica en  la acumulación del CP‐sgRNA en  las hojas 
agroinoculadas con los tres mutantes respecto a la detectada en hojas 
inoculadas  con  controles  positivos  (Fig.  6B),  confirmando  los 





total  de  las  hojas  agroinfiltradas mostró  resultados  similares  a  los 
anteriores, detectándose una disminución drástica en la acumulación 
del CP‐sgRNA respecto a los controles positivos (Fig. 6B).  








el marco de  lectura de  la proteína de movimiento. El análisis de  los 
extractos de RNA  total a  los 12 dpi mediante hibridación northern 
blot reveló una acumulación del CP‐sgRNA similar a la obtenida con 
el mutante M1  (Fig.  6B),  lo  que  indica  que  este  nucleótido  no  es 
necesario para  el  reconocimiento por  la RNA polimerasa del virus. 
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región  carboxiterminal  de  la  proteína  de movimiento  de CLBV  es 
esencial  para  el  movimiento  célula  a  célula  y  a  larga  distancia 
durante la infección del virus en la planta. 
Por último se sustituyó la última G (+6) del hexanucleótido por 
los  nucleótidos A  (mutante M24),  C  (mutante M25)  y  T  (mutante 
M26) (Fig. 6A). Dichas mutaciones cambiaban el aminoácido original 
arginina  292  de  la  MP  por  una  lisina,  treonina  e  isoleucina, 
respectivamente.  La  cantidad  de  RNA  viral  (gRNA  y  ambos 






resultados  también  sugieren  que  la  presencia  simultánea  de  las 


































sgRNAde  CLBV.  (A)  Secuencia  nucleotídica  de  la  región  del  gRNA  de  CLBV 
alrededor del inicio de trascripción del CP‐sgRNA del clon IC‐CLBV (IC) y de los 
mutantes M17‐M26.  El  nt  +1  del  CP‐sgRNA  está  representado  por  una  flecha 
negra.  El  nucleótido mutado  en  cada  construcción  está  indicado  en  negrita.  (B) 
Análisis  northern  blot  a  los  12  dpi  del  RNA  total  aislado  de  las  hojas  de  N. 
benthamiana  agroinfiltradas  con  el  clon  IC‐CLBV y  los mutantes M1, M8 y M17‐
M26.  La membrana  se  hibridó  como  indica  la  figura  1.  Las  flechas  indican  las 
posiciones del gRNA y de los sgRNAs de CLBV.  































La  inoculación  de  protoplastos  con  transcritos  de  RNA 
sintetizados  in vitro a partir de clones  infecciosos de cDNA ha sido 
una  herramienta muy  valiosa  para  estudiar  in  vivo  las  secuencias 
asociadas  con  la  promoción  y  síntesis  de  los  sgRNAs  de muchos 
virus de plantas (Grdzelishvili et al., 2000; Ayllón et al., 2003,2004; Li 
y Wong,  2006; Lin  et  al.,  2007).  Sin  embargo,  en protoplatos de N. 
occidentalis, N.  benthamiana y  cidro Etrog  inoculados  con  transcritos 
infecciosos  de  CLBV,  sólo  se  detectaron  pequeñas  cantidades  de 
RNA viral (gRNA y sgRNAs), por lo que fue imposible realizar estos 
estudios  utilizando  este  sistema  genético.  En  este  trabajo  se  ha 
caracterizado in vivo el promotor del CP‐sgRNA de CLBV utilizando 
la  agroinoculación  como  sistema  para  introducir  directamente  el 
cDNA  del  virus  en  células  de  hojas  de  N.  benthamiana.  Esta 
metodología tiene ventajas respecto a la transfección de protoplastos 
con  transcritos  ya  que:  i)  no  es  necesario  el  aislamiento  de 
protoplastos, que es un proceso largo y tedioso, ii) los plásmidos de 
DNA  no  tienen  que  ser manipulados, mientras  que  para  inocular 
RNA  éstos  tienen  que  digerirse  y  transcribirse,  y  iii)  el  DNA  es 
menos  sensible  a  la  degradación  que  los  transcritos  de  RNA  del 
virus. El método puesto a punto en este trabajo permitió introducir el 
cDNA de los distintos mutantes construidos en células de hojas de N. 
benthamiana,  y  el RNA  transcrito  a  partir  del mismo  fue  capaz  de 
replicarse  y  producir  una  cantidad  de  RNAs  virales  (gRNA  y 
sgRNAs) detectable mediante hibridación northern blot. El método 




estrategias  de  supresión  y mutagénesis  dirigida.  Este  promotor  se 
pudo analizar en su contexto natural ya que el inicio de transcripción 
del  mismo  está  localizado  dentro  del  ORF  de  la  proteína  de 
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movimiento,  una  región  del  genoma  que  se  puede  modificar  sin 
afectar  la  síntesis  del  RNA  genómico.  Así,  se  detectó  una  buena 
acumulación del gRNA y de los dos sgRNAs 3´ coterminales en hojas 
agroinfiltradas con el cDNA del mutante M1, que contiene un codón 
de  parada  en  la  proteína  de  movimiento.  Sin  embargo,  la 
acumulación  del  virus  disminuyó  drásticamente  en  plantas 
agroinoculadas con el mutante M8, que contiene un codón de parada 
en el 2º aminoácido de la proteína de cápsida, y con los mutantes que 
tienen  afectada  la  síntesis  del  CP‐sgRNA.  Esta  disminución  en  la 
acumulación del virus posiblemente se deba a que el RNA viral no se 
pudo  encapsidar,  quedando  desprotegido  frente  a  la  degradación 




los  sgRNAs  respecto  a  protoplastos  transfectados  con  el  virus 
completo (Wang and Simon, 1997).  
El  hexanucleótido  GAAAAG,  detectado  en  el  extremo  5´  del 
genoma  de CLBV  (Vives  et  al.,  2001),  también  está  presente  en  el 
extremo 5´ de los MP‐ y CP‐sgRNAs (Vives et al., 2002). La mutación 
del  nucleótido  G  (+1),  identificado  previamente  como  el  inicio  de 
transcripción  del  CP‐sgRNA  (Vives  et  al.,  2002),  por  A,  C  o  T 




primer  nucleótido  de  los  sgRNAs  podría  ser  una  herramienta  útil 
para confirmar el inicio de transcripción de los mismos detectado por 
otros métodos  (Grdzelishvili  et  al.,  2000;  Koev  y Miller,  2000).  La 
presencia  de  una  G  en  el  inicio  de  transcripción  de  los  sgRNAs 
también se ha observado en otros virus como AMV (van der Kuyl et 
al., 1990), el virus de la quemadura negra de la remolacha azucarera 





La mutación de  la A  (+2) de  la  cadena positiva por G, C  o U 
disminuyó  significativamente  la  acumulación  del  CP‐sgRNA.  Este 
resultado  sugiere  que  CLBV  no  sigue  estrictamente  las  reglas  de 
otros miembros de la familia Alfaviridae, cuyo inicio de transcripción 
en la cadena negativa del sgRNA suele ser una pirimidina seguida de 
una  adenina.  Así,  en  un  estudio  in  vitro  mediante  mutagénesis 
dirigida del inicio de trascripción del sgRNA de BMV, reveló que el 
cambio de  la  adenina  +2  (en  la  cadena de polaridad  negativa) por 
guanina suprimió  la síntesis del sgRNA, mientras que un cambio a 
citosina  o  uracilo  redujo  su  acumulación  un  37%  y  66%, 
respectivamente  (Adkins  et  al.,  1997). Análisis  filogenéticos  de  las 
secuencias de la cadena negativa adyacentes a los sitios de iniciación 
de  la  síntesis de  la  cadena positiva del gRNA y de  los  sgRNAs de 
varios  virus  pertenecientes  a  la  superfamilia  de  los  alfavirus, 
mostraron  que  las  posiciones  +1  y  +2  están  altamente  conservadas 
como  pirimidina‐adenina  en  la mayoría  de  los miembros  de  esta 
superfamilia (Adkins et al., 1997). Por otra parte, la supresión de una 
A del hexanucleótido GAAAAG o la mutación de la G (+6) por A, C 
o  T  no  alteró  la  acumulación  del  CP‐sgRNA,  lo  que  sugiere  que 




de  síntesis de  los  sgRNAs. En  los virus que producen  sus  sgRNAs 
mediante  promoción  interna,  la  mutagénesis  del  nucleótido  +1 




diferencia  de  estos  virus,  en  los  que  producen  sus  sgRNAs  por  el 
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mecanismo  de  terminación  prematura  (Tavazza  et  al.,  1994; Ray  y 
White,  1999),  la modificación  del  nucleótido  +1  del  sgRNA  puede 
reducir  la  acumulación  de  la  cadena  de  polaridad  positiva  del 
sgRNA  aunque  no  afecta  a  la  síntesis  de  la  cadena  de  polaridad 







sirve de molde para el  inicio de  la síntesis de  la cadena positiva de 
los  sgRNAs  mediante  promoción  interna,  produciendo  RNAs 
mensajeros que  son  colineales  con  la  correspondiente  secuencia del 
gRNA (Koev y Miller, 2000). 
El extremo 5´ del promotor mínimo funcional del CP‐sgRNA se 
localizó  entre  los  nucleótidos  ‐67  y  ‐22  y  el  extremo  3´  entre  las 
posiciones  +50  y  +8,  respecto  al  inicio  de  transcripción.  En  este 




situada  antes  del  inicio  de  transcripción  de  ambos  sgRNAs  que 
presentaba una alta identidad nucleotídica con la secuencia consenso 
AGA(N)2C(N)0‐2G(N)5(N)3‐6,  presente  en  promotores  de  sgRNAs  de 
numerosos  miembros  de  la  superfamilia  Alfaviridae  (Siegel  et  al., 
1997;  Vives  et  al.,  2002).  Estudios  in  vitro  realizados  con  BMV 
revelaron  que  era  una  secuencia  primaria  específica  de  33 
nucleótidos y no una estructura secundaria la que interaccionaba con 
la polimerasa del virus para sintetizar el sgRNA (Siegel et al., 1997). 




para  otros  virus  de  plantas  (Siegel  et  al.,  1997; Wang  et  al.,  1999; 
Gowda et al., 2001; Jonhson et al., 2003).  
 El  CP‐sgRNA  de  CLBV  tiene  una  secuencia  no  codificante 
(UTR) en su extremo 5´ de 284 nt, tamaño que es muy superior a las 
UTRs  de  sgRNAs  descritas  para  otros  virus  de  plantas  (Miller  y 
Koev,  2000).  Sorprendentemente,  los  mutantes  que  obtuvimos  a 
partir  del  clon  IC‐CLBV mediante  supresiones  entre  el  nucleótido 
+284 (inicio del ORF de la cápsida) y las posiciones +113 y +50 desde 
el  inicio  de  transcripción  inducían  mayor  acumulación  del  CP‐
sgRNA que el clon IC‐CLBV, que además crecía con el tamaño de la 
supresión. Estos  resultados  sugieren que  la  secuencia  comprendida 
entre los nucleótidos +50 y +284 inhibe la síntesis del CP‐sgRNA. Es 
posible  que  esta  secuencia  inhibidora  se  haya  desarrollado 
evolutivamente para modular la síntesis del CP‐sgRNA. Se sabe que 
la competencia por la unión de la polimerasa a los promotores de los 
sgRNAs  de  un  virus  juega  un  papel  importante  en  la  expresión 
diferencial  de  los  distintos  sgRNAs.  Así,  se  ha  observado  que  el 
aumento  en  la  expresión  de  uno  de  los  sgRNAs  de  un  virus 
disminuye  la expresión de  los otros sgRNAs  (Wang y Simon, 1997; 
Grdzelishvili et al., 2000; Jonhson et al., 2003). En este caso, es posible 
que  la  abundancia  relativa  de  las  proteínas  codificadas  por  los 
sgRNAs de CLBV  sea  importante para que virus  complete  su  ciclo 
vital con éxito. La sobre‐expresión del CP‐sgRNA en ausencia de esta 
secuencia inhibidora en el genoma de CLBV podría comprometer la 
síntesis  del  MP‐sgRNA  y  la  producción  de  la  proteína  de 
movimiento,  lo  que  sin  duda  dificultaría  el  movimiento  célula  a 
célula  y  a  larga  distancia  del  virus.  Por  otra  parte,  la  proteína  de 
movimiento de CLBV se ha identificado como proteína supresora del 
silenciamiento  génico  postranscripcional  (PTGS)  (véase  capítulo 
siguiente).  Por  lo  tanto,  una  disminución  de  la  expresión  de  esta 
















IDENTIFICACIÓN  Y  CARACTERIZACIÓN  DE  LA  PROTEÍNA 




























Los  virus  son  parásitos  celulares  obligados  y  dependen  de  la 
maquinaria  celular  del  huésped  al  que  infectan  para  completar  su 
ciclo biológico (Hull et al., 2002). Uno de los mecanismos de defensa 
que  han  desarrollado  las  plantas  frente  a  las  infecciones  por  virus 
consiste en el silenciamiento génico mediado por RNA. Por su parte, 
para  contrarrestar  dicho  mecanismo,  muchos  virus  de  plantas 







virus  que  actúan  como  supresoras  del  silenciamiento  génico 
postranscripcional del huésped (Roth et al., 2004; Valli et al., 2009). El 
método más utilizado es el ensayo de expresión transitoria mediante 




et  al.,  1998). Al  iluminar  estas plantas  con  luz ultravioleta  (UV)  se 
puede observar cierta  fluorescencia verde en  todos  los  tejidos de  la 
planta. Cuando se inoculan hojas de estas plantas con un cultivo de 
células de Agrobacterium tumefaciens transformadas con un plásmido 
que  expresa  GFP,  la  sobre‐expresión  de  este  gen  desencadena  el 
silenciamiento mediante degradación de  su mRNA y por  tanto,  en 
las hojas iluminadas con luz UV se observa la fluorescencia roja de la 





mRNA  de  la  GFP  y  se  puede  observar  un  aumento  de  la 




de  las proteínas  codificadas por  el virus  actúa  como  supresora del 
silenciamiento  génico postranscripcional  y  ensayar  su  eficiencia  en 
comparación  con  la  de  otros  supresores  conocidos.  Para  poder 





• Identificar  la  proteína  supresora  del  silenciamiento  a  nivel 
intracelular de CLBV. 
• Estudiar  la  interferencia  de  la  señal  de  silenciamiento  célula‐
célula por la proteína supresora de CLBV.  















3.2.1.  Clonación  de  los  distintos  genes  de  CLBV  en  un  vector 
binario.  







Para  identificar  las  posibles  proteínas  supresoras  del 
silenciamiento codificadas por CLBV, se clonaron los distintos ORFs 
del virus en el vector binario pBIN 121. Debido al gran  tamaño del 
ORF  1,  este  gen  se  clonó  en  dos  fragmentos,  uno  que  contenía  el 
dominio metil‐transferasa y otro que contenía los dominios helicasa, 
proteasa y polimerasa. Los dos fragmentos del ORF 1 y los ORFs 2 y 
3  se  amplificaron  mediante  PCR  a  partir  del  clon  de  cDNA  del 
genoma  viral  completo  IC‐CLBV  (Vives  et  al.,  2008)  utilizando 
iniciadores  específicos  (Vives  et  al.,  2001)  y  se  clonaron  en  el 
plásmido pMOG  180  (Mogen  Internacional),  entre  el promotor  35S 
de CaMV y  el  terminador NOS de  la nopalina  sintetasa  (tNOS). A 
continuación, se liberó este casette de expresión  del plásmido pMOG 
mediante digestión con  las enzimas apropiadas y se subclonó en el 
vector    de  transformación  pBIN  121,  obteniéndose  los  plasmidos 
binarios: pBI‐MET  (metil‐transferasa), pBI‐REP  (helicasa, proteasa y 
RNA  polimerasa),  pBI‐MP  (proteína  de  movimiento)  y  pBI‐CP 
(proteína de cápsida) (Fig. 1). Con estos plásmidos se transformaron 













genes de CLBV  clonados en  el vector binario pBIN 121. Los  rectángulos naranja 








emplearon  tres  construcciones  que  expresaban  proteínas  de  otros 
virus con actividad supresora conocida como p19 de TBSV  (pBI‐19) 
(Voinnet  et  al.,  2003)  (amablemente  proporcionado  por  el Dr.  J.A. 
García),  HcPro  de  TEV  (pBI‐HcPro)  (Brigneti  et  al.,  1998) 
(amablemente  proporcionado  por  el Dr.  F.  Tellado)  y  p25  de CTV 
(pBI‐25) (Ding et al., 2004) (amablemente cedido por el Dr. L. Peña). 





























Figura  2.  Representación  esquemática  de  las  construcciones  de  los  vectores 
binarios  utilizados. El  rectángulo  verde  representa  la  proteína GFP  y  el  gris  un 
intrón.  Los  rectángulos  morados  representan  proteínas  de  actividad  supresora 
conocida: p19   del  virus del  enanismo  arbustivo del  tomate  (Tomato  bushy  stunt 
virus, TBSV), HcPro del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV) y p25 




3.2.2.  Identificación de  la proteína  supresora del  silenciamiento a 
nivel intracelular de CLBV.  
Para  este  ensayo  se  utilizaron  4  lotes  de  5  plantas  de  N. 
benthamiana línea 16c. En cada una de ellas se agroinocularon las tres 
primeras  hojas  verdaderas  con  bacterias  de  A.  tumefaciens 
transformadas  con  los  plásmidos:  a)  pBI‐GFP,  para  inducir  el 




d)  pBI‐GFP  y  pBI‐Ø,  como  control  negativo.  Para  confirmar  los 
























N. benthamiana  línea 16c.  (a) Lote de plantas agroinfiltradas con pBI‐GFP,  (b)  lote 
de plantas agroinfiltradas con la combinación pBI‐GFP y pBI‐19 o pBI‐HcPro, que 
expresan proteínas de actividad supresora conocida  (controles positivos),  (c)  lote 
de  plantas  agroinfiltradas  con  pBI‐GFP  y  pBI‐MET,  pBI‐REP,  pBI‐MP  o  pBI‐CP, 
que expresan  las proteínas de CLBV,  (d)  lote de plantas agroinfiltradas  con pBI‐
GFP y pBI‐Ø, plásmido vacío (control negativo). 
 
La  progresión  del  silenciamiento  se  observó  a  lo  largo  del 
tiempo  mediante  la  visualización  de  las  hojas  agroinfiltradas 
iluminadas  con  luz ultravioleta de  longitud de onda  larga. A  los 2 
dpi no se observaron diferencias entre los diferentes lotes de plantas 
agroinfiltradas.  Sin  embargo  a  partir  de  5  dpi,  en  las  hojas 
agroinfiltradas  sólo  con pBI‐GFP  se observó una disminución de  la 
fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada con respecto a las hojas 
sin  agroinfiltrar,  debido  a  la  degradación  del mRNA  de GFP  por 
activación  del  mecanismo  de  silenciamiento  de  la  planta.  Por  el 
contrario,  en  las  zonas  coinoculadas  con  pBI‐GFP  y  pBI‐19  o  pBI‐
HcPro  (controles  positivos)  se  observó  un  aumento  de  la 
fluorescencia verde a los 4‐5 dpi, que se mantuvo aproximadamente 
hasta  los  20  dpi. Cuando  se  agroinocularon  simultáneamente  pBI‐
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mantuvo  hasta  los  9  dpi.  Las  hojas  infiltradas  con  el  resto  de  los 
genes de CLBV o con el vector vacío mostraron una disminución de 







silenciamiento  intracelular mediado por RNA. Hojas de N.  benthamiana  línea 16c 






Para determinar  si  existe una  correlación  entre  la  cantidad de 
fluorescencia y  los niveles de expresión del mRNA de GFP, el RNA 






GFP  fue  menor  que  en  las  hojas  sin  agroinfiltrar  debido  a  la 
degradación  del  mismo  por  la  activación  del  mecanismo  de 
silenciamiento. Por  otro  lado,  en  las plantas  coinoculadas  con pBI‐
GFP  y  con  los  controles positivos pBI‐19  o pBI‐HcPro, de  acuerdo 
con  trabajos  previos  (Lakatos  et  al  2006;  Csorba  et  al,  2007),  se 
observó un aumento en la acumulación del mRNA de GFP debido al 
bloqueo  del  mecanismo  de  silenciamiento  por  los  supresores.  El 
análisis de  la  inoculación simultánea de pBI‐GFP y  las proteínas de 
CLBV mostró que sólo en las hojas agroinfiltradas con la proteína de 
movimiento  del  virus  se  observó  una  acumulación  del mRNA  de 
GFP similar a la obtenida con los controles positivos, mientras que la 









Figura  5.  Hibridación  northern  blot  del  RNA  total  de  hojas  sin  agroinocular 
(primer  carril)  y  agroinfiltradas  con  pBI‐GFP  y  pBI‐19,  pBI‐HcPro,  pBI‐Ø,  pBI‐
MET, pBI‐REP, pBI‐MP o pBI‐CP a los 5 dpi. La hibridación se realizó empleando 
una ribosonda de polaridad negativa de GFP marcada con digoxigenina. La tinción 















plantas  utilizadas  anteriormente.  El  análisis  mediante  hibridación 
northern blot utilizando una ribosonda específica de GFP mostró que 
la acumulación de  los siRNAs en hojas coinoculadas con pBI‐GFP y 
pBI‐Ø  (control  negativo)  fue  significativamente  superior  a  la 
observada en hojas coinfiltradas con pBI‐GFP y pBI‐19 o pBI‐HcPro 
(controles  positivos),  resultado  que  coincide  con  el  obtenido 
previamente por otros grupos  (Voinnet  et al., 2003; Dunoyer  et al., 
2004). La acumulación de siRNAs en las hojas coinoculadas con pBI‐
GFP y pBI‐MP  fue similar a  la obtenida con  los controles positivos, 
mientras  que  las hojas  coinoculadas  con pBI‐GFP  y pBI‐MET, pBI‐
REP  o  pBI‐CP  acumularon  niveles  de  siRNAs  similares  al  control 
negativo (Fig. 6). La disminución de mRNA y la presencia de siRNAs 
en  las plantas en  las que se sobreexpresa GFP  indican que en estas 














(siRNAs)  obtenido  a  partir  de  hojas  sin  agroinocular  (primer  carril)  o 
agroinfiltradas  simultáneamente  con  pBI‐GFP  y  pBI‐19,  pBI‐HcPro,  pBI‐Ø,  pBI‐
MET, pBI‐REP, pBI‐MP o pBI‐CP a los 5 dpi. La hibridación se realizó empleando 















N.  benthamiana  línea  16c  con  construcciones  que  transcribían  el 
mRNA de GFP en simple o en doble cadena  (dsGFP). Para obtener 
dsGFP  se utilizó un plásmido binario que  contenía  la  secuencia de 
GFP duplicada en  tandem  invertido con un  intrón  intermedio  (pBI‐
dsGFP). Como  control negativo  se  coinoculó pBI‐GFP o pBI‐dsGFP 
con  pBI‐Ø  y  como  control  positivo  se  coinoculó  pBI‐GFP  o  pBI‐
dsGFP con pBI‐19. En las hojas agroinfiltradas simultáneamente con 
plásmidos  que  expresan  GFP  o  dsGFP  y  el  control  negativo  se 
observó una disminución de la fluorescencia verde a partir de 5 dpi, 
mientras  que  en  la  zona  de  las  hojas  co‐infiltradas  con  el  control 
positivo  o  con  la  MP  de  CLBV  se  observó  un  aumento  de  la 
fluorescencia verde   (Fig 7A). Para confirmar estas observaciones se 
analizó  la  acumulación  del mRNA  y  siRNAs  de  GFP  en  la  zona 
agroinfiltrada, detectándose en  las plantas  inoculadas con el control 
negativo una disminución del mRNA y un aumento de  los siRNAs 
de GFP  respecto  a  las  hojas  sin  agroinocular, mientras  que  en  las 
hojas  inoculadas  con  el  control  positivo  o  con  la MP  de CLBV  se 
produjo el efecto contrario (Fig. 7B). Estos resultados sugieren que la 



























con bromuro de etidio del  rRNA 5s o  tRNA muestra  la carga equivalente de  las 
muestras. 
 
3.2.3.  Estudio  de  la  interferencia  de  la  señal  de  silenciamiento 
célula‐célula por la proteína supresora de CLBV. 
El movimiento célula‐célula de la señal de silenciamiento ocurre por 














de  los  siRNAs  de  21  nt  (Parrish  y  Fire,  2001; Himber  et  al.,  2003; 
Dunoyer et al., 2005). En el movimiento célula‐célula, cuando la señal 
de  silenciamiento  móvil  penetra  en  las  células  donde  el 
silenciamiento  no  está  activado,  ésta  puede  incorporarse  a RISC  y 
dirigir  el  corte  específico  de  los  mRNAs  complementarios 
produciendo  su  degradación  o  puede  servir  de  cebador  para  la 
síntesis  de  nuevos  siRNAs  (Ahlquist,  2002).  Por  otro  lado,  se  han 
descrito numerosas proteínas de virus que son capaces de bloquear 
la señal que se mueve célula a célula o a larga distancia por el floema 
suprimiendo  su  acción  (Palauqui  et  al.,  1998; Voinet  y Baulcombe, 
1997; Voinnet, 2005; Kalantidis et al., 2008).  
Cuando una planta de N.  benthamiana  línea  16c  se  agroinfiltra 
con una construcción que expresa GFP, a partir de 4‐5 dpi se detecta 
una disminución de la fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada, 
y  a  partir  de  7‐8  dpi  aparece  un  halo  rojo  bordeando  dicha  zona 
agroinfiltrada. Este halo se produce como resultado del movimiento 
célula  a  célula  de  la  señal  de  silenciamiento,  que  provoca  la 
activación  de  la  degradación  de  mRNA  de  GFP  en  un  número 
pequeño de  células  adyacentes  a  la  zona  agroinfiltrada. El  tamaño 
del borde rojo está compuesto por una media de 13 células y no se 
expande  a  lo  largo  del  tiempo  (Kalantidis  et  al.,  2008). Cuando  se 
coinocula GFP con un supresor de silenciamiento intracelular que no 
bloquea  la  señal  de  silenciamiento  célula  a  célula,  en  la  zona 
agroinfiltrada  aumenta  la  fluorescencia  verde  pero    también    se 
observa la aparición de un halo rojo alrededor de ella. Sin embargo, 
los  supresores  que  son  capaces  de  interferir  con  la  señal  de 
silenciamiento a corta distancia, como  la proteína AC2 del virus del 
mosaico  africano  de  la  yuca (African  cassava mosaic  virus, ACMV), 
cuando  se  coexpresan  con  GFP  no  permiten  la  formación  de  este 





















interferir  con  el  movimiento  de  la  señal  silenciamiento  a  corta 
distancia, se realizó el ensayo de expresión transitoria descrito. Para 
ello, se emplearon tres lotes de 5 plantas de N. benthamiana línea 16c 
en  las que  se  agroinfiltraron  tres hojas de  cada una de  ellas. En  el 
primer lote de plantas se coinocularon las construcciones pBI‐GFP y 







las  hojas  agroinfiltradas  con  pBI‐Ø  se  observó  la  pérdida  de 
fluorescencia  verde  en  la  zona  agroinfiltrada  y  la  aparición  de  un 
borde  rojo  alrededor  de  ella  a  los  7  dpi  (Fig.  9).  Estos  resultados 
sugieren  que  la  proteína  de movimiento  de CLBV  no  es  capaz  de 



















3.2.4.  Estudio  de  la  interferencia  de  la  señal  de  silenciamiento  a 
larga distancia por la proteína supresora de CLBV. 
En algunos casos, el silenciamiento del RNA a nivel intracelular 
induce  la  formación de  siRNAs que  se mueven  a  través de  floema 
induciendo  el  silenciamiento  en  otras  zonas  distantes  de  la  planta 
(Yoo et al., 2004; Xoconostle et al., 2005; Kalantidis et al., 2008). Este 
movimiento  de  la  señal  de  silenciamiento  puede  ser  de  gran 





movimiento  de  la  señal  de  silenciamiento  a  larga  distancia  se 
realizaron  dos  tipos  de  experimentos  de  expresión  transitoria 
mediante agroinfiltración en plantas de N. benthamiana línea 16c.  
El  primer  experimento  se  basa  en  la  agroinfiltración  de  las 
plantas  con  un  plásmido  que  expresa  GFP  para  inducir  el 
silenciamiento en  las hojas agroinfiltradas  (pérdida de  fluorescencia 
verde).  En  las  zonas  agroinfiltradas  se  forma  la  señal  de 













Ø.  Para  cada  combinación  de  construcciones  se  agroinocularon  3 
hojas de 10 plantas de N. benthamiana  línea 16c y el experimento se 
repitió  en  dos  ensayos  independientes.  El  progreso  del 
silenciamiento en  las hojas  superiores de  las plantas agroinfiltradas 
se observó a lo largo del tiempo mediante iluminación de las mismas 
con una lámpara de luz ultravioleta.  
En  6‐7  plantas  de  las  10  coinoculadas  con  pBI‐GFP  y  pBI‐25 
(control  positivo)  se  detectó  un  retraso  en  la  pérdida  de  la 
fluorescencia verde en  las venas de  las hojas  superiores  respecto al 
control negativo, observándose a partir de 18 dpi. Por el contrario, en 
las plantas  coinoculadas  con pBI‐GFP y pBI‐Ø  (control negativo) o 




total de hojas  superiores no agroinfiltradas  confirmó  los  resultados 
obtenidos  mediante  observación  visual,  detectándose  una  mayor 
concentración de mRNA de GFP en  las plantas  inoculadas con p25 




























plásmidos  a  los  14  dpi.  La  hibridación  se  realizó  empleando  una  ribosonda  de 
polaridad negativa de GFP marcada con digoxigenina. La tinción con bromuro de 





en dos puntos  separados de  la misma hoja de N.  benthamiana  línea 
16c. Si se infiltra GFP en el ápice de la hoja y la proteína supresora de 
silenciamiento  a  larga  distancia  en  la  base  de  la  hoja,  en  las  hojas 
superiores no agroinfiltradas no desaparece la fluorescencia verde. Si 
la proteína a ensayar no tiene capacidad supresora del silenciamiento 
a  larga distancia, en  las nuevas hojas se silencia GFP y se pierde  la 
fluorescencia  verde.  Como  control  del  ensayo  se  realiza  la 
inoculación  inversa, GFP  en  la  base  y  la  proteína  a  ensayar  en  el 
ápice. Para realizar este ensayo se emplearon 6 lotes de 10 plantas de 





resto  de  las  construcciones  en  el  ápice.  La  progresión  del 






























En  los ensayos  realizados, 6‐7 de  las 10 plantas agroinfiltradas 
con GFP en el ápice de  las hojas y p25  (control positivo) en  la base 
mantuvieron la fluorescencia verde de las hojas superiores hasta los 
17 dpi. Sin embargo, 8‐9 de las 10 plantas inoculadas en la base de las 
hojas  con  pBI‐Ø,  pBI‐MET,  pBI‐REP,  pBI‐MP  o  pBI‐CP mostraron 
pérdida de  fluorescencia verde de  las hojas  superiores a  los 14 dpi 
(Fig. 12). En el ensayo inverso, donde la GFP se inoculó en la base de 
las  hojas  y  las  diferentes  construcciones  en  el  ápice,  en  3‐4  de  10 
plantas agroinfiltradas con p25 se mantuvo  la  fluorescencia verde a 
los 17 dpi, mientras que en 9‐10 de las 10 plantas agroinfiltradas con 
pBI‐Ø,  pBI‐MET,  pBI‐REP,  pBI‐MP  o  pBI‐CP  se  observó  el 


































Para  determinar  si  las  proteínas  del  virus  expresadas 
directamente  desde  su  genoma  eran  capaces  de  bloquear  el 
silenciamiento  intracelular  y/o  a  larga  distancia,  se  realizaron  dos 
experimentos;  el  primero  está  basado  en  la  agroinfiltración 
simultánea en una hoja con el gen de la GFP y el clon infeccioso del 





control  positivo  se  coinfiltró  pBI‐GFP  y  pBI‐MP  y  como  control 
negativo pBI‐GFP y pBI‐Ø. En las hojas agroinfiltradas con el control 
positivo se observó la aparición de fluorescencia verde a partir de los 












Para  realizar  el  segundo  experimento  se  emplearon 12 plantas 
de  N.  benthamiana  línea  16c  de  dos  semanas  de  edad  desde  su 
transplante a maceta, de  las que se agroinfiltraron  las  tres primeras 
hojas  verdaderas  con  la  construcción  pBI‐GFP.  Como  hemos 
indicado  anteriormente,  en  los  tejidos  agroinfiltrados  se  silencia  el 
mRNA de GFP  a partir de  5 dpi y  se  induce una  señal móvil que 
silencia  la  GFP  de  toda  la  planta,  observándose  de  color  rojo  al 




bioensayo.  Las  hojas  superiores  de  las  plantas  agroinfiltradas  se 
visualizaron  a  lo  largo  del  tiempo  con  una  lámpara  de  luz 
ultravioleta para detectar  la  aparición de  fluorescencia  verde. Para 




en  las  hojas  agroinfiltradas  ni  en  las  superiores.  (Fig.  14A).  La 
presencia  del  virus  en  las  plantas  agroinfiltradas  con  IC‐CLBV  se 
analizó mediante hibridación northern blot utilizando una ribosonda 
de  la  región  de  la  cápsida  del  virus  y  el  RNA  total  de  hojas 
agroinfiltradas  o  de  hojas  superiores.  El  virus  se  detectó  en  estas 
hojas  a  los  5  y  21  dpi,  respectivamente  (Fig.  14B).  Los  resultados 
obtenidos  indican  que,  aunque  CLBV  se  acumula  en  las  plantas 























Figura  14.  Ensayo  de  rotura  del  silenciamiento  inverso  de  GFP  en  plantas  de 
N.benthamiana  línea  16c.  A)  Plantas  silenciadas  preinfiltradas  con  pBI‐GFP  e 
infiltradas  posteriormente  con  pBI‐Ø  (izquierda)  o  IC‐CLBV  (derecha).  B) 
Hibridación northern blot del RNA  total de hojas agroinfiltradas a  los 5 dpi y de 
hojas superiores a los 21 dpi. La membrana se hibridó con una ribosonda marcada 
con  digoxigenina  de  la  región  de  la  cápsida  de  CLBV. Las  flechas  indican  las 
posiciones del gRNA y de los sgRNAs del virus. 
 


















parte,  como  una  estrategia  de  contradefensa,  muchos  virus  de 
plantas  expresan  proteínas  que  inhiben  este  silenciamiento  a 
distintos  niveles.  En  este  trabajo  se  ha  determinado  la  capacidad 
supresora  del  PTGS  de  las  distintas  proteínas  que  codifica  CLBV 
utilizando  el  ensayo  de  expresión  transitoria  mediante 
agroinfiltración simultánea con dos construcciones: una que  llevaba 
los distintos genes del virus y otra que contenía el gen que codifica la 




nivel  intracelular. La MP de CLBV  se  comportó  como un  supresor 
del  silenciamiento débil  al  compararlo  con  los  supresores de  otros 
virus  de  actividad  conocida.  De  esta  manera,  al  infiltrar 
simultáneamente  GFP  y  la  MP  de  CLBV  se  observó  en  la  zona 
agroinfiltrada  un  aumento  de  la  fluorescencia  a  5  dpi,  que  se 
mantuvo durante 8 días, mientras que al inocular GFP junto con p19 
de TBSV o HcPro de TEV, el aumento de  la  fluorescencia verde  se 





Valli  et  al.,  2009).  La  habilidad  de  la MP  de CLBV  de  suprimir  el 
silenciamiento de GFP inducido por RNA de simple y doble cadena 
en hojas de N. benthamiana 16c,  indica claramente que ésta proteína 
interfiere  en  la  ruta del  silenciamiento después de  la  formación de 
RNA  de  doble  cadena.  Por  otra  parte,  los  resultados  obtenidos 
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revelan  que  la  presencia  de  la  MP  reduce  drásticamente  la 
acumulación de siRNAs procedentes de GFP en hojas infiltradas con 
pBIN‐GFP  o  pBIN‐dsGFP,  pero  éstos  no  son  completamente 
eliminados.  Idénticos  resultados  se  obtuvieron  en  hojas  inoculadas 
con las proteínas supresoras del silenciamiento de actividad conocida 
como  son  p19  o HcPro. Ambas  proteínas  actúan  secuestrando  los 
siRNAs y por tanto, no inhiben la actividad ribonucleasa de DICER, 
en  contraste  con  otros  supresores  que  se  unen  a  los  dsRNAs  de 
cadena larga impidiendo su procesado por dicha ribonucleasa (Chao 
et  al.,  2005; Lakatos  et  al.,  2006; Lu  et  al.,  2005; Mérai  et  al.,  2005, 
2006). Estos  resultados  sugieren que  la MP de CLBV no bloquea  la 
actividad  de  DICER  y  actúa  interfiriendo  con  la  maquinaria  del 
silenciamiento  después  de  la  generación  de  los  siRNAS, 
posiblemente  secuestrándolos,  como  lo  hacen  un  gran  número  de 
proteínas supresoras del silenciamiento de otros virus (Lakatos et al., 
2006; Martínez‐Turiño, .2009; Mérai et al., 2006; Hemmes et al., 2009). 
La  proteína  de  movimiento  de  CLBV  no  impidió  el 
silenciamiento  célula a  célula ni a  larga distancia. La  supresión del 
silenciamiento  a  larga  distancia  se  ensayó  utilizando  dos 
aproximaciones:  i)  la agroinfiltración conjunta de MP y GFP en una 
misma hoja de plantas de N. benthamiana línea 16c y observación de 
la  supresión  de  la  fluorescencia  verde  en  las  nuevas  hojas,  y  ii) 
infiltración separada de ambas construcciones en el ápice y en la base 
de una misma hoja de N. benthamiana  línea 16c y observación de  la 
fluorescencia en  las nuevas hojas. Los  resultados obtenidos  indican 
que el mecanismo de acción de la MP de CLBV difiere de la proteína 
ortóloga del genoma del  trichovirus de  la manchas  cloróticas de  la 
hoja  del  manzano  (Apple  chlorotic  leaf  spot  virus,  ACLSV), 
perteneciente a  la  familia Flexiviridae al  igual que CLBV  (Adams  et 
al.,  2005;  Martelli  et  al.,  2007)  y  que  filogenéticamente  está  muy 





de silenciamiento a  larga distancia  (Yaegashy et al., 2007).  Idénticos 
resultados  se  observaron  al  comparar  el mecanismo  de  acción  de 
proteínas ortólogas de dos crinivirus, donde la proteína P22 del virus 
del  amarilleo  del  tomate (Tomato  chlorosis  virus,  ToCV)  suprime  el 





CLBV)  y  GFP  en  hojas  de  N.  benthamiana  línea  16c  no  indujo  un 
aumento  de  la  fluorescencia  verde  en  la  zona  agroinfiltrada,  al 
contrario de lo que ocurre cuando se expresa transitoriamente la MP 
del virus desde un vector binario. Tampoco  se observó  reversión a 
fluorescencia verde al  inocular  con  el  clon  infeccioso plantas de N. 
benthamiana  línea  16c,  previamente  silenciadas  mediante 
agroinfiltración con GFP, ni en la zona agroinfiltrada ni en las hojas 
superiores.  En  otros  estudios  realizados  con  diferentes  virus  con 
genoma  de  DNA  o  RNA  utilizando  este  tipo  de  experimentos  se 
observó  una  gran  variabilidad  de  resultados.  Así,  algunos  virus 
suprimían  el  silenciamiento  en  todos  los  tejidos  de  la  planta  que 
infectaban, mientras que otros sólo lo suprimían en las venas, en las 




la  planta  a  nivel  intracelular  ni  a  larga  distancia,  posiblemente 
porque  se  expresan  en  menor  cantidad  que  cuando  se  expresan 





En dicha  zona  la proteína  se detectó  fácilmente mediante métodos 
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serológicos, mientras que en  las zonas de  la hoja  inoculadas  con el 
genoma  completo  del  virus,  la  proteína  pO  no  se  acumuló  lo 
suficiente para ser detectada por métodos serológicos y el aumento 
de la fluorescencia por supresión del PTGS fue muy débil. 
CLBV  se  transmite  por  semilla  (Guerri  et  al.,  2004)  y  es muy 
difícil eliminarlo por microinjerto in vitro (Navarro et al., 1993), por lo 
que debe pasar  la barrera de exclusión de  las zonas meristemáticas, 
proceso  que  está  restringido  para  la mayoría  de  virus  de  plantas 
(Wang et al., 1997). En trabajos previos con PVX y CMV se determinó 
que la exclusión de los virus en el meristemo estaba asociada al PTGS 
(Mochizuki  y  Ohki,  2004;  Qu  et  al.,  2005;  Schwach  et  al.,  2005). 
Martín‐Hernández  y  Baulcombe  (2008)  observaron  que  la  proteína 
16K de virus del cascabeleo del tabaco (Tobacco rattle virus, TRV), un 
tobravirus  que  se  transmite  por  semilla,  se  comportó  como  un 
supresor  débil  de  silenciamiento  en  experimentos  de  expresión 
transitoria en N. benthamiana línea 16c al compararlo con el supresor 
p19. Sin embargo, la mutación de este gen para introducir un codón 
de parada  (TRV‐stop)  impidió que el virus  invadiera el meristemo. 




proteína 16K era  la responsable de que TRV  fuera capaz de  invadir 







Baulcombe,  2008). Teniendo  en  cuenta  estos  resultados,  la proteína 
































cidro  Etrog.  Las  plantas  de  tabaco  se  cultivaron  en  una  cámara 
climática  a una  temperatura de  20‐24ºC,  con una humedad del  45‐
60%.y una  intensidad  lumínica de 3500‐4200  luxes, mientras que  las 
plantas  de  cidro  se  cultivaron  a  24‐26  ºC,  con  una  humedad 
alrededor del 70% y una  iluminación de 7000‐8000  luxes. En  todos 
los  casos  se  estableció  un  fotoperíodo  de  16  h  de  luz  y  8  h  de 
oscuridad.  
Para  los  ensayos  de  inoculación  de  mutantes  de  CLBV  se 
utilizaron  plantas  de  N.  benthamiana  y  para  los  de  expresión 
transitoria  se  emplearon  plantas  N.  benthamiana  línea  16C  que 
expresan constitutivamente el gen de  la GFP, cuyas semillas  fueron 
amablemente  cedidas  por  el  Dr.  Baulcombe.  Estas  plantas  se 




aislado  del  virus  SRA‐153  (Navarro  et  al.,  1984).  La  inoculación 
mecánica tanto de viriones como de transcritos de CLBV se realizó en 
plantas  de  N.  benthamiana  y  cidro  Etrog.  Estas  plantas  se 





una  solución  nutritiva  desarrollada  para  cítricos  (Arregui  et  al., 
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de  E.  coli  competentes  para  su  transformación  mediante  choque 
térmico  de  la  cepa  DH5α  (construcciones  pequeñas)  y  células 










alcanzó una OD600 de  0.5. El  cultivo  se  enfrió  en un  baño de hielo 
durante 15 min y se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min a 4ºC. El 
sedimento  se  resuspendió  suavemente  en  15 ml  de  tampón  1  frío 
(acetato potásico 30 mM, pH 5.8, RbCl 0.1 M, MnCl2 50 mM, CaCl2 10 
mM,  glicerol  15%).  Tras  una  nueva  centrifugación  en  las mismas 
condiciones,  las células se resuspendieron en 4 ml de  tampón 2  frío 
(MOPS 10 mM, pH 7, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%). Esta 
suspensión  se  fraccionó  en  alícuotas  de  40  μl  que  se  congelaron 









cepa  COR  308,  amablemente  cedidas  por  la  Dra.  Hamilton, 






en  una  placa  de  medio  sólido  LB  con  gentamicina  (20  mg/l)  y 
tetraciclina  (5 mg/l),  se  creció  en  10 ml  de medio  líquido  LB  con 






de  HEPES  1  mM,  ph  7.5  y  una  vez  con  50  ml  de  glicerol  10%. 
Posteriormente  se  resuspendieron  con  2  ml  de  glicerol  10%  y  se 





2.1.  Obtención  de  un  clon  infeccioso  del  genoma  completo  de 
CLBV bajo el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda. 
Para  obtener  el  cDNA  correspondiente  al  RNA  genómico  del 





y  que  se  fueron  añadiendo  secuencialmente  en  un  vector  pUC119 
modificado por la Dra. Silvia Ambrós. Este vector contenía un doble 
promotor  35S  del  virus  del  mosaico  de  la  coliflor  (CaMV),  la 
secuencia antigenómica de la ribozima del virus delta de la hepatitis, 
el terminador del gen de la nopalina sintasa (NOS‐T) y dos sitios de 
restricción únicos Sal  I y Xho  I añadidos entre el promotor 35S y  la 
ribozima.  Las  reacciones  de  retrotranscripción  se  realizaron  con  el 
estuche  comercial  ThermoScriptTM  RT‐PCR  system  (Invitrogen) 
usando  los cebadores KU58, KU60 y KU66 (Tabla 1), para sintetizar 
el  cDNA de  las  regiones 5´‐terminal  (f5´),  central  (fC) y 3´‐terminal 
(f3´), respectivamente. El RNA total (350‐500ng) y el correspondiente 
cebador  (0.5μM)  se  desnaturalizaron  calentando  durante  5  min  a 







Los  cDNAs obtenidos  se amplificaron mediante  la  reacción  en 
cadena  de  la  polimerasa  (Polymerase  Chain  Reaction,  PCR) 
utilizando  las  parejas  de  cebadores  KU52/KU58,  KU59/KU60  y 
KU61/KU66  (Tabla  1)  para  los  fragmentos  f5´,  fC  y  f3´, 
respectivamente, y  la polimerasa AccuPrimeTM Pfx  (Invitrogen). Las 
reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 25 
μl  y  contenían  2  μl del  cDNA  obtenido  en  la  reacción  de 
retrotranscripción, tampón de reacción 1X (MgSO4 1 mM, dNTPs 0.3 
mM), 0.3 μM de cada cebador, 1 U de polimerasa y agua DEPC. Las 








del  proveedor.  Por  otro  lado,  el  vector  pUC119  modificado  se 
linealizó con las enzimas Stu I (NEB) y Sal I, se purificó a partir de un 
gel  de  agarosa  1%  con  el  estuche  comercial  ULTRACLEANTM  15 
DNA Purification  (MOBIO) y  se defosforiló  con  fosfatasa Antártica 




ATP  1 mM,  DTT  10 mM  y  400  U  de  T4  DNA  Ligasa  (NEB).  La 
reacción  se  incubó  a  16ºC  durante  16  h.  La  construcción  obtenida 
(pUCf5´) se utilizó para transfectar células competentes de E. coli de 
la  cepa  DH5α  mediante  choque  térmico.  El  plásmido  clonado  se 
purificó  con  el  estuche  comercial High  Pure  Plasmid  Isolation Kit 
(Roche). 
A partir del clon pUCf5´ se sustituyó el promotor 35Sx2 por el 
promotor  T7  de  la RNA  polimerasa  del  fago  lambda.  Para  ello  se 
amplificó mediante PCR un  fragmento de 582 nt del extremo 5´ del 
virus  con  los  cebadores  KU63  (que  contiene  la  secuencia  del 
promotor  T7)  y  KU64  (Tabla  1).  Este  fragmento  se  digirió  con  la 
enzima Hind III (Fermentas) y se clonó en el vector pUCf5´ digerido 
con la misma enzima. A partir de este clon se eliminó la secuencia de 
la  ribozima  y  el  terminador  NOS‐T  mediante  la  sustitución  del 
fragmento comprendido entre  los sitios de  restricción Xho  I y Not  I 




se digirió con  las enzimas Sal  I y Xho  I  (Fermentas) y se  ligó con el 




regiones  5´  terminal y  central del genoma del virus. Por último,  el 
fragmento f3´ digerido con las enzimas Xho I y Bam HI (Fermentas), 
se  ligó con una mezcla de 10 clones de pUCT7f5´C digerida con  las 
mismas  enzimas  para  obtener  la  construcción  T7‐CLBV  con  el 




Tabla  1. Cebadores  empleados  en  la  retrotranscripción  (RT)  y  amplificación por 


















































Sustituci ó n  
promotor 
CTCTTTATTTTCCAAGCTTTTGATGAAATTCC






1 ‐ 30 
3224  ‐ 3196 
3122  ‐ 3147 
6341 ‐ 6312 
6257 ‐ 6286 
8747  ‐ 8739 
1‐20 























2.2.1.  Introducción  de  codones  de  parada  en  las  proteínas  de 
movimiento y cápsida de CLBV. 
En el laboratorio disponemos de un clon infeccioso del genoma 

































































un  codón de parada  en  el aminoácido 118 de  la MP  se  sintetizó  el 
mutante  M1  mediante  la  sustitución  en  el  clon  IC‐CLBV  de  los 
nucleótidos GAA por TGA,  localizados en  la posición 6313‐6315 del 
genoma viral. Para obtener el mutante M1, a partir del clon IC‐CLBV 
se  amplificaron  por  PCR  dos  fragmentos  de  DNA  (MP1  y MP2) 
utilizando  las  parejas  de  cebadores  KU34/MP‐Rstop  y  MP‐
Fstop/KU47,  respectivamente  (Tabla  2)  y  la  polimerasa  Pfu  Turbo 
DNA  (Stratagene). Las  reacciones de amplificación  se  realizaron en 
un volumen final de 50 μl que contenían 80 ng de cDNA, tampón de 
reacción  1X  (Tris‐HCl  20 mM,  pH  8.8, MgS04  2 mM, KCl  10 mM, 
(NH4)2SO4 10 mM), dNTPs 1 mM, 0.5  μM de  cada  cebador, 5 U de 
polimerasa y agua. Las condiciones de amplificación consistieron en 
una  desnaturalización  previa  de  2 min  a  92ºC,  38  ciclos  de  20  s  a 
92ºC, 20 s a 60ºC, 1 min 30 s a 68ºC y una extensión final de 5 min a 
68ºC. Los  fragmentos  amplificados MP1 y MP2  se purificaron y  se 









IC‐CLBV  de  los  nucleótidos  AAA  por  TGA,  localizados  en  la 
posición 7118‐7120 del genoma viral. Para ello  se empleó  la misma 
estrategia descrita para el mutante M1. A partir del clon IC‐CLBV se 
amplificaron  por  PCR  dos  fragmentos  de  DNA  (CP1  y  CP2) 
utilizando las parejas de cebadores CP‐F/CP‐Rstop y CP‐Fstop/KU47, 
respectivamente  (Tabla  2)  y  la  polimerasa  Pfu  Turbo  DNA 





















































6287 ‐ 6319 
KU 34 AACTGTATGGTTCCGATGC 6044 ‐ 6062 
7752 ‐ 7733 
MP ‐ Rstop ‐ P GTGCGCATCTACCCCAGATCTGTTCATTTCCAG 6286 ‐ 6254 
KU 34/  KU 47 
CTAGCAGAACTCGAGCCGAAACAGCP ‐ F 6296 ‐ 6319 
CP ‐ Rstop ‐ P TCTATATTAATTCAAATAAGTACTAACTATTTAC 7102 ‐ 7069 
CP ‐ Fstop ‐ P TAGTGTACATCCATGTGAATCACCAATGATAATG 7103 ‐ 7136 
KU 47 CTTGATCCACAACTTATCGC   7752 ‐ 7733 
































Para  delimitar  la  secuencia mínima  promotora  del CP‐sgRNA 
por el extremo 5´ se realizaron delecciones progresivas en el clon IC‐
CLBV que  se  extendían desde  el nucleótido  ‐520  (contado desde  el 
inicio de  transcripción de dicho  sgRNA) hasta  los nucleótidos  ‐202 
(mutante M2),  ‐112  (mutante M3),  ‐67  (mutante M4),  ‐22  (mutante 
M5)  y  +1  (mutante  M6),  respectivamente.  Además,  se  generó  el 
mutante M7 en el que se deleccionó la secuencia comprendida entre 




fCPR  (Tabla  3)  y  la  polimerasa  Pfu  Turbo  DNA  (Stratagene).  El 
fragmento  amplificado  de  986  nt  se  clonó  en  el  vector  pUC19 
digerido  con  Sma  I  y  desfosforilado  (Fermentas)  obteniéndose  la 
construcción  pCP.  A  partir  de  esta  construcción  se  amplificaron 
mediante  PCR  cinco  fragmentos  (pM2,  pM3,  pM4,  pM5  y  pM6) 
utilizando la polimerasa Pfu Turbo DNA (Stratagene), un cebador de 
secuencia  directa  que  incluía  un  sitio  de  restricción  Xho  I  (pCPA, 
pCPB, pCPC, pCPD y pCPE, respectivamente) y un cebador único de 
secuencia  reversa  fCPR,  con  un  sitio  Bsu36  I  (Tabla  3).  Los 
fragmentos amplificados se digirieron con las enzimas de restricción 




et  al.,  2008)  digerido  con  la  misma  enzima,  obteniéndose  los 
mutantes M2, M3, M4, M5 y M6 (Fig. 3). 






polimerasa  Pfu  Turbo DNA  (Stratagene).  Este  fragmento  (pM7)  se 
digirió con  la enzima Xho I y se clonó en el plásmido pM4 digerido 
con  la misma enzima y desfosforilado. Posteriormente, el cassette de 
expresión  con  la  secuencia deleccionada de CLBV bajo el promotor 




























  Secuencia 5 ‐́3´ * Cebador #  
fCPF  ‐  P  
fCPR  ‐  P  
pCPB  ‐  P  
pCPC  ‐  P  
pCPD  ‐  P  
pCPE  ‐  P  
GGG CTCGAG TTAAGTCAGAGACGGCTTCACTGA 
GGG CTCGAG GAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAGA 
Posici  ó  n (  nt  )  †  
6809  ‐  6832  
6831  ‐  6854  
7282  ‐  7259  
6719  ‐  6752  
6764  ‐  6787  
pCPA  ‐  P  6629  ‐  6652  
CTAGCAGAA CTCGAG CCGAAACAG 
GAAGAAGA CCTCAGG GTCCACCTC 
GGG CTCGAG ACATGTTTAATGCATCTTCTTCCA 
GGG CTCGAG TGGCAATTAAAGGGTTTGGACGCA 
GGG CTCGAG GAAACCTCACCACGAGAAATCTCA 
6296  ‐  6319  








fCPR  ‐  P  
fCPR  ‐  P  
fCPR  ‐  P  
fCPR  ‐  P  
fCPR  ‐  P  


















inicio de  traducción de  la CP) hasta  los nucleótidos  +169  (mutante 
M9),  +113  (mutante M10),  +50  (mutante M11)  y  +8  (mutante M12), 
respectivamente. Para generar estos mutantes se utilizó el clon pCP 
(apartado  2.2.2.1.)  como  molde  a  partir  del  cual  se  amplificaron 
mediante  PCR  inversa  las  4  construcciones  (pM9,  pM10,  pM11  y 
pM12).  Para  ello  se  utilizó  el  cebador  de  secuencia  directa  fCP4 
(Tabla  4),  los  cebadores  de  secuencia  reversa  fCP3,  fCP2,  fCP1  y 
fCP0,  respectivamente  (Tabla  4)  y  la  polimerasa  Pfu  Turbo  DNA 
(Stratagene). Los productos de PCR, que contenían el vector pUC19 
completo  en  el  centro  y  parte  de  la  secuencia  de  CLBV  en  los 






































restricción Xho  I y Bsu36  I y se clonaron en el vector  IC‐CLBV‐pUC 
cortado con las mismas enzimas y desfosforilado. Posteriormente, los 
cassettes de expresión con los mutantes generados se escindieron con 





























fCP0 ‐ P 
fCP1 ‐ P 
fCP3 ‐ P 
fCP4 ‐ P 
Posici ó n ( nt ) † 
6880 ‐ 6858 
6999 ‐ 6976 
7115 ‐ 7138 






6838 ‐ 6808 
Fragmento 
fCP4 ‐ P 
fCP4 ‐ P 




































2.2.2.3. Delecciones  de  las  regiones  5´  y  3´  del  promotor  del CP‐
sgRNA.  
Para  delimitar  la  secuencia mínima  promotora  del CP‐sgRNA 
por ambos extremos se sintetizaron cuatro nuevos mutantes del clon 
IC‐CLBV  que  contenían  el  extremo  5´  constante  (‐67)  e  idéntico  al 
mutante M4 y diferentes extremos 3´  localizados en  los nucleótidos 
+169  (mutante M13),  +113  (mutante M14),  +50  (mutante M15)  y  +8 
(mutante M16). Para obtener estos mutantes se utilizó como molde el 
clon  pM4  (apartado  2.2.2.1)  y  se  empleó  la  misma  estrategia 
desarrollada en el apartado 2.2.2.2 utilizando los mismos cebadores. 
 
2.2.3.  Mutaciones  del  hexanucleótido  GAAAAG  presente  en  el 
inicio de transcripción del CP‐sgRNA. 
Para estudiar la importancia de esta secuencia en la síntesis del 
CP‐sgRNA,  a  partir  del  clon  IC‐CLBV  se  obtuvieron  diez 
construcciones  mediante  mutagénesis  dirigida,  que  contenían 
mutaciones  o  delecciones  individuales  de  los  distintos  nucleótidos 
que la componen. Para generar estos mutantes se utilizó el clon pCP 
(apartado  2.2.2.1.)  como  molde  a  partir  del  cual  se  amplificaron 
mediante  PCR  inversa  las  10  construcciones  (pM17,  pM18,  pM19, 
pM20,  pM21,  pM22,  pM23,  pM24,  pM25  y  pM26).  Para  ello  se 
utilizaron  los  cebadores  de  secuencia  directa  que  contenían  la 
mutación a  introducir, mut1, mut2, mut3, mut4, mut5, mut6, mut7, 
mut8,  mut9  y  mut10,  respectivamente  (Tabla  5),  el  cebador  de 
secuencia  reversa mut11  (Tabla 5) y  la polimerasa Pfu Turbo DNA 
(Stratagene). Los productos de PCR, que contenían el vector pUC19 
completo en el centro y parte de la secuencia de CLBV mutada en los 
extremos,  se  autoligaron  obteniéndose  las  construcciones  pM17‐
pM26. A partir de estas construcciones se liberaron los fragmentos de 
secuencia de CLBV comprendidos entre los sitios de restricción Xho I 
y Bsu36  I y  se  clonaron  en  el vector  IC‐CLBV‐pUC  cortado  con  las 




Sfi  I y  se  subclonaron en el vector binario pBIN/Sfi digerido  con  la 



































mut 1 ‐ P 
mut 2 ‐ P 
mut 4 ‐ P 
mut 5 ‐ P 
TCACTGGAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG
Posici ó n ( nt ) † 





6826 ‐ 6853 
mut 6 ‐ P 
mut 7 ‐ P 
mut 8 ‐ P 
mut 9 ‐ P 
mut 10 ‐ P 






AGCCGTCTCTGACTTAACATGAGACAC 6825 ‐ 6799 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
6826 ‐ 6853 
Fragmento 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 
mut 11 ‐ P 



































y polimerasa. A partir del  clon  IC‐CLBV  se  amplificaron mediante 
PCR  cuatro  fragmentos:  MET,  REP,  MP  y  CP  utilizando  la 
polimerasa AccuPrimeTM Pfx  (Invitrogen) y  las parejas de cebadores 
MET1/MET2,  REP1/REP2,  MP1/MP2  y  CP1/CP2,  respectivamente 
(Tabla  6). Los  fragmentos  amplificados  se  clonaron  en  el plásmido 
pMOG 180  (Mogen  Internacional), que contiene un doble promotor 
35S  del  CaMV,  seguido  del  sitio  de  restricción  BamH  I  y  del 
terminador  del  gen  de  la  nopalina  sintasa  (T‐Nos).  Para  ello,  los 
productos de PCR se digirieron con la enzima BamH I (Fermentas) y 
se  ligaron  al plásmido pMOG  180  cortado  con  la misma  enzima  y 



































RI  (pMMET)  y  se  subclonaron  en  el  vector  binario  pBIN  121 
(Clontech)  digerido  con  la  misma  enzima  y  desfosforilado, 
obteniéndose  las  construcciones  pBI‐MET  (metil‐transferasa),  pBI‐
REP  (helicasa,  proteasa  y  RNA  polimerasa),  pBI‐MP  (proteína  de 
movimiento) y pBI‐CP (proteína de cápsida) (Fig. 6). 




































Posici ó n ( nt ) † 
REP 1 TTTGTGGATCCATGTCGAGAGTCTCGATTACTTTCAG





8206 ‐ 8182 
7115 ‐ 7135 
7050 ‐ 7029 
5962 ‐ 5984 
5962 ‐ 5936 
2927 ‐ 2952 
















































Para  ensayar  la  infectividad  de  la  construcción  T7‐CLBV  se 
utilizaron  protoplastos  aislados  a  partir  de  mesófilo  de  hojas  de 
Nicotiana  occidentalis, N.  benthamiana  y  cidro  Etrog.  El  proceso  del 
aislamiento de protoplastos se divide en tres etapas: i) preparación y 
desinfección del material vegetal,  ii) eliminación de  la pared celular 
mediante  enzimas  líticos,  y  iii)  limpieza  y  purificación  de  los 







para  N.  benthamiana  con  algunas  modificaciones.  Se  recolectaron 
hojas  jóvenes  totalmente  expandidas  de  plantas  de  4  semanas  de 
edad desde  su  transplante  que  se  esterilizaron,  sumergiéndolas  en 





(Onozuka  Cellulase  RS,  Yakult  Onza,  Japan)  y  macerasa  0.5% 
(Macerase  Pectinase,  Calbiochem,  USA)  en  tampón  MMC  0.45 
[manitol 0.45M, MES (2‐N‐ácido morfolino etano sulfónico) 5 mM y 









en  una  centrifuga  Megafuge  1.0  (Heraeus  Sepatech  GmbH, 
Germany). El  sedimento  se  resuspendió  en  2 ml de  tampón MMC 
0.45 y  se depositó  sobre un  colchón de  sacarosa 0.47 M en  tampón 
MES  5 mM,  pH  5.8.  Tras  una  centrifugación  a  700  rpm  durante  8 
min,  los protoplastos  formaron una banda en  la  interfase de ambas 
soluciones,  se  recogieron  aspirándolos  suavemente  con  una  pipeta 
Pasteur estéril y se depositaron en un nuevo tubo de centrifuga que 
contenía  5 ml  de  tampón MMC  0.45. Después  de  dos  lavados,  los 
protoplastos se resuspendieron en 10 ml de tampón MMC 0.45 y se 
hizo  un  recuento  utilizando  una  cámara  cuentaglóbulos  Fusch‐













El  protocolo  empleado  para  el  aislamiento  de  protoplastos  de 


















de  la  interfase se recogió en un nuevo  tubo y se  lavó dos veces con 
tampón MCPW 0.7. Finalmente, se contó el número de protoplastos 
obtenidos  en  una  cámara  cuentaglóbulos  Fusch‐Rosenthal  y  se 





Los  viriones  de  CLBV  se  purificaron  a  partir  de  corteza  de 
brotes de kumquat Nagami  infectados con el aislado SRA‐153. Para 
ello 40 g de  tejido de corteza se pulverizaron con nitrógeno  líquido 




el  extracto  crudo  se  clarificó mediante  centrifugación  a  velocidad 
creciente de 5000, 8000 y 12000  rpm  (10 min cada una) en un  rotor 







Para  la  síntesis  de  transcritos  de RNA  in  vitro  en  presencia  o 
ausencia de la estructura CAP se utilizaron 10 clones independientes 
de  la  construcción  T7‐CLBV.  Los  plásmidos  se  linealizaron  con  la 
enzima  BamH  I,  localizada  en  el  extremo  3´  de  la  secuencia  del 
genoma  de  CLBV,  detrás  de  la  cola  poli‐A.  Las  reacciones  de 
transcripción  se  realizaron  utilizando  el  estuche  comercial 
MEGAscriptTM  High  Yield  Transcription  T7  Kit  (Ambion)  en  un 
volumen final de 20 μl que contenían 3 μg de plásmido linealizado, 
tampón de  transcripción  1X,  40 U de T7 RNA polimerasa, ATP  75 
mM, CTP 75 mM, UTP 75 mM y GTP 75 mM para las reacciones sin 
CAP  o  GTP  15  mM  +  CAP  6  mM  para  las  reacciones  con  esta 
estructura. Como  análogo de  la  estructura CAP  se utilizó m7(3´‐O‐
methyl)(5´)Gppp(5´)G ARCA  (Anti Reverse Cap Analog)  (Ambion), 
que produce transcritos de RNA con la estructura CAP incorporada 
en  la  orientación  correcta.  Las  mezclas  de  reacción  se  incubaron 
durante 4 h a 37ºC y a continuación se  incubaron con 2 U de Turbo 
DNasa  libre  de  RNasas  (Ambion)  durante  30  min  a  37ºC  para 
eliminar el molde de DNA. Los  transcritos  se purificaron mediante 
extracción  con  fenol:cloroformo  y  posterior  precipitación  con 
isopropanol,  se  cuantificaron  con  el  espectrofotómetro NanoDrop® 




Las  construcciones  con  los  mutantes  del  clon  infeccioso  IC‐
CLBV  y  las  construcciones  con  los  diferentes  ORFs  de  CLBV  se 
utilizaron  para  transformar  células  competentes  de  A.  tumefaciens 
cepa COR 308 mediante electroporación. Para ello, 10 ng de cada uno 
de  los plásmidos purificado a partir de E.  coli  se añadió a 40 μl de 
células  electrocompetentes  de  A.  tumefaciens  descongeladas 
previamente  en  hielo.  La  mezcla  se  transfirió  a  una  cubeta  de 
                                                                                               Materiales y Métodos 
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electroporación  estéril  y  enfriada  en  hielo  y  se  sometió  a  una 
descarga  eléctrica  de  2.5 KV,  con  una  resistencia  de  200  Ω,  y  una 
capacitancia  de  25μF  utilizando  el  electroporador  “ElectroCell 
Manipulator  (BTX)”. Las células se  resuspendieron  inmediatamente 






Para  la  transfección  de  protoplastos  de  N.  occidentalis  con 
viriones  de  CLBV  se  mezclaron  200  μl  de  la  suspensión  de 




durante  20  s.  Después  se  añadieron  lentamente  5  ml  de  tampón 
MMC 0.45 y  la  suspensión  se  incubó durante 5 min a  temperatura 
ambiente.  La mezcla  se  centrífugo  a  700  rpm  durante  3 min  y  los 
protoplastos  se  resuspendieron  en  5  ml  de  tampón  AOKI  0.45 
[manitol  0.45 M, MES  6.25 mM,  sales  AOKI  1x  (KH2PO4  0.2 mM, 
KNO3 1 mM, MgSO4 1 mM, KI 1μM, CuSO4 0.1 μM, CaCl2 10μM), pH 
6.5]. La suspensión de protoplastos se volvió a centrifugar a 700 rpm 
durante  3 min  y  se  resuspendió  en  1.5 ml  de  tampón AOKI  0.45 
suplementado  con antibiótico antimicótico  (1/200). Los protoplastos 
transfectados se  incubaron en placas de cultivo celular de 6 pocillos 
recubiertos  con  agarosa    1%  (p/v)  disuelta  en  tampón  MM  0.45 
(manitol  0.45 M, MES  6.25 mM). Los protoplastos  transfectados  se 
mantuvieron 5 días en oscuridad a una temperatura de 28ºC. 
Para  la  transfección  de  protoplastos  de  N.  benthamiana  con 
viriones  de  CLBV  se  empleó  el  mismo  protocolo  detallado 
                                                                                               Materiales y Métodos 
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anteriormente,  pero  se  usaron  suspensiones  con  1‐1.5x106 
protoplastos  y  la  concentración  de manitol  utilizada  en  todos  los 
tampones  fue de 0.6 M. En el  caso de  los protoplastos de  cidro, en 








μl  de  tampón MMC  0.45  (para N.  occidentalis), MMC  0.6  (para N. 
benthamiana) o MCPW 0.7 (para cidro). La mezcla se agitó, se incubó 
durante 30 min en hielo y se utilizó para transfectar los protoplastos 







mecánicamente  a  4  plantas  de  N.  benthamiana  y  cidro  Etrog, 
respectivamente.  Las  inoculaciones  se  realizaron  en  presencia  o 
ausencia de LipofectinaR  (Invitrogen). La  inoculación en hojas de N. 
benthamiana  se  realizó  extendiendo  10  μl  (10μg)  de  transcritos 










para  inocular plantas de N.  benthamiana y N.  benthamiana  línea 16c, 
respectivamente.  Para  ello,  se  aislaron  colonias  individuales  de 
células  de  A.  tumefaciens  transformadas  con  cada  una  de  las 
construcciones  y  se  crecieron  en  5  ml  de  medio  líquido  LB 
suplementado  con  tetraciclina  (5  mg/l)  y  kanamicina  (50  mg/l) 
durante la toda la noche a 28ºC en agitación (180 rpm). Una dilución 
1/100 de estos precultivos se utilizó para inocular 50 ml de medio de 
inducción  (LB, MES 10 mM, acetosiringona 20  μM y  tetraciclina 10 
mg/l) que  se  incubó  en agitación  (180  rpm) a 28ºC durante  toda  la 
noche. Los cultivos inducidos se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 
min  a  temperatura  ambiente  y  las  células  se  resuspendieron  en 
medio  de  infiltración  (agua  estéril,  MgCl2  10  mM,  MES  10  mM, 
acetosiringona 150 μM) ajustando la concentración a una OD600 de 1 y 
se  incubaron  entre 3‐5 horas a  temperatura ambiente  con agitación 
suave  (20  rpm).  En  los  experimentos  donde  se  coinfiltraban  dos 
construcciones  se  hicieron  mezclas  1:1  de  las  correspondientes 
suspensiones bacterianas. 
Finalmente,  las  suspensiones  bacterianas  se  infiltraron  en  los 
espacios  intercelulares  de  las  hojas  de  las  plantas  utilizando  una 
jeringa  de  2  ml  sin  aguja.  Las  hojas  se  infiltraron  por  el  envés 
presionando  suavemente  la  jeringa  para  evitar  la  perforación  del 
tejido. Después de  la  infiltración se eliminó el exceso de suspensión 























ayuda  de  nitrógeno  líquido.  A  continuación  se  añadió  500  μl  de 
tampón  de  extracción  (Tris‐HCl  0.2M,  EDTA  0.05 M, NaCl  0.2 M, 
SDS 0.2%) y 2.5 μl de 2‐β mercaptoetanol y se incubó durante 5 min 
en  hielo.  Luego  se  añadió  500  μl  de  fenol/cloroformo/isoamílico 
25:24:1 (V:V:V) y se centrifugó a 12000 rpm durante 10 min a 4ºC. La 










siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Para  obtener  las 
preparaciones  enriquecidas  en  siRNAs  se  empleó  el  protocolo 














0.4 mM, 0.5  μM de  cada uno de  los  cebadores específicos, 20 U de 




























y  azul  de  bromofenol  0.01%  (p/V)],  se  desnaturalizaron  durante  5 
min a 95ºC y se enfriaron en hielo durante 2 min. 
 
7.2.2  Electroforesis  en  geles  de  agarosa  en  condiciones 
desnaturalizantes. 
El  RNA  de  las muestras  preparadas  en  el  apartado  7.2.1.  se 
separó  en  geles  de  agarosa  0.9%  (p/V)  que  contenían  5.1  ml  de 
formaldehído 37% y 10 ml de MOPS 10X en un volumen final de 100 
ml.  La  electroforesis  se  realizó  en  tampón MOPS  1X  a  un  voltaje 
constante de 80‐100 V durante 3.5 h. 
 
7.2.3  Electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  en  condiciones 
desnaturalizantes. 








Los  ácidos  nucleicos  totales  separados mediante  electroforesis 
en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes se transfirieron 
a  membranas  de  nylon  cargadas  positivamente  (Roche),  usando 
tampón  fosfato  (Na2HPO4  25 mM, NaH2PO4  25 mM, pH  6.5)  como 
tampón  de  electrotransferencia  y  una  corriente  de  intensidad 
constante de 250 mA durante 1 h y 1 A durante 15 horas.  
Las muestras  enriquecidas  en  siRNAs  separadas  en  geles  de 
poliacrilamida  en  condiciones  desnaturalizantes,  se  transfirieron  a 
membranas  de  nylon  cargadas  positivamente  (Roche)  usando  TBE 
como  tampón de  electrotransferencia  y  aplicando una  corriente de 
250 mA durante16 h. 






blot  se  prepararon  sondas  de  RNA  marcadas  con  digoxigenina 
mediante  transcripción  in  vitro  (Tabla  7).  Las  reacciones  de 
transcripción  se  efectuaron  en  un  volumen  final  de  20  μl  que 
contenían 2‐3 μg de plásmido linealizado, NTPs (ATP 1 mM, CTP 1 
mM, GTP  1 mM, UTP  6.5 mM, DIG‐11‐UTP  3.5 mM),  tampón  de 
transcripción 1X (Tris‐HCl 0.04 M, pH 8, MgCl2 6 mM, DTT 10 mM, 
espermidina 2 mM), 20 U de  inhibidor de RNasa, 40 U de T7 o SP6 













Tabla  7. Plásmidos  recombinantes utilizados para  la  síntesis de  sondas de RNA 
marcadas con digoxigenina. 






una  solución  compuesta  por  dodecil  sulfato  sódico  (SDS)  0.02%, 
formamida 50%, SSC 5x (SSC 20x, =NaCl 3.0 M, Citrato de sodio 0.3 
M,  pH  7.0),  reactivo  de  bloqueo  2%  (Roche  Diagnostics)  y  N‐
lauroilsarcosina  0.1%.  Posteriormente,  las  ribosondas  se 
desnaturalizaron calentando a 95ºC durante 10 min y se añadieron a 
la  solución  de  hibridación  ULTRAhyb  Hybridization  buffer 




























La  fluorescencia  verde  de  la  proteína  GFP  se  visualizó 
iluminando  las  plantas  de N.  benthamiana  con  una  lámpara  de  luz 
ultravioleta  (UVP  Black  Ray®  B‐100AP  High  intensity)  con  una 



























de  CLBV  bajo  el  promotor  T7  de  la  RNA  polimerasa  del  fago 
lamba  y  se  pusieron  a  punto  protocolos  para  el  aislamiento  de 
protoplastos de N. benthamiana, N. occidentalis y cidro Etrog.  




3.  La  transfección de protoplastos con  transcritos de RNA de CLBV 
produjo una acumulación viral  inferior a  la detectada al  inocular 
viriones  y  ésta  sólo  se  pudo  detectar  en  protoplastos  de  N. 
benthamiana,  mientras  que  la  inoculación  mecánica  directa  en 
plantas de cidro Etrog o de N. benthamiana con transcritos de CLBV 










parada  en  el  gen  de  la  proteína  de  cápsida  fue  capaz  de 
multiplicarse, aunque el RNA viral (gRNA y los dos sgRNAs ) sólo 
se acumuló hasta 12 dpi y luego la planta lo eliminó posiblemente 




7.  La  posible  secuencia  promotora  del  CP‐sgRNA  de  CLBV  se 
localizó  entre  los  nucleótidos  ‐67  y  +50  con  respecto  al  inicio de 
transcripción, por  lo tanto sería suficiente una región nucleotídica 




el  inicio  de  transcripción  del  CP‐sgRNA  indujeron  una 
acumulación  creciente  de  dicho  sgRNA  a  medida  que  los 
segmentos  suprimidos  eran  mayores,  sugiriendo  que  esta 
secuencia podría modular negativamente  la  transcripción del CP‐
sgRNA. 
9.  Las  mutaciones  del  primer  y  segundo  nucleótido  del  motivo 
GAAAAG,  conservado  en  el  extremo  5´  del  gRNA  y  de  los  dos 
sgRNAs  3´  coterminales  de  CLBV,  indujeron  una  disminución 
drástica  en  la  acumulación  del  CP‐sgRNA,  mientras  que  la 
supresión  de  una A  o  las mutaciones  de  la G  (+6)  no  alteraron 
dicha acumulación. Esto  sugiere que  los dos nucleótidos  iniciales 
juegan un papel importante en el reconocimiento por la polimerasa 
del  virus, mientras  que  los  siguientes  no  son  esenciales  para  la 
transcripción de dicho sgRNA. 
10.  Se  ha  identificado  la  proteína  de movimiento  (MP)  de  CLBV 
como  supresora  del  silenciamiento  génico  postranscripcional 
(PTGS).  Esta  proteína  se  comportó  como  un  supresor  del 
silenciamiento  débil  al  compararlo  con  proteínas  supresoras  del 
PTGS de otros virus con actividad conocida. 
11. La  MP  de  CLBV  fue  capaz  de  suprimir  el  PTGS  a  nivel 
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